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ETUDE D'UNE SOUCHE DU VIRUS DE LA MOSAIQUE
DE LA CANNE A SUCRE
par Pierre BAUDIN
INTRODUCTION
HISTORIQUE DE LA MALADIE
DANS LE MONDE
La mosaïque de la canne à sucre est
une maladie connue depuis la fin du
XIX· siècle. Décrite en premier lieu à
Java en 1890, elle est l'une des affec-
tions de la canne à sucre les plus
largement répandues géographique-
ment. Parmi les importants pays pro-
ducteurs de canne à sucre, seules la
Guyane britannique et l'lie Maurice
n'ont pas encore signalé la présence
de cette maladie (ABBOTT et STOKES,
1966). Dans de nombreux pays, la ma-
ladie a été la cause de graves épi-
phyties et constitue partout un pro-
blème important de sélection variétale.
L'origine virale de la maladie a été
établie par transmission artificielle :
par voie mécanique et par l'insecte
vecteur Rhopalosiphum maydis, Fitch
(BRANDES, 1920; SEIN, 1930; MATZ,
1933). Des particules en forme de bâ-
tonnets ont été associées pour la pre-
mière fois à cette virose en 1955 (GOLD
et MARTIN, 1955). La longueur de ces
particules est de 750 nm à 760 nm
(DIJKSTRA et GRANCINI, 1960; HE-
ROLD et WEI BEL, 1963; PIRONE et
ANZALONE, 1966). Nous désignerons
dans le texte le virus de la mosaïque
de la canne à sucre par l'appellation
abrégée des auteurs anglo-saxons
(SCMV).
La lutte contre cette maladie repose
dans le monde entier sur la sélection
de variétés résistantes, obtenues par
croisement interspécifique de la canne
à sucre ou «canne noble" Saccharum
officinarum avec des Saccharum sau-
vages. Ces croisements sont à l'ori-
gine de toutes les variétés modernes
de canne à sucre. Mais il est apparu
que les symptômes pouvaient être très
variables sur une même variété, d'un
pays à l'autre et d'une année à l'autre.
Plusieurs souches virales sont en cau-
se (STOREY, 1927; BRANDES, 1927).
Les souches américaines.
Aux USA, en 1948, dix souches de
mosaïque ont été distinguées d'après
les symptômes foliaires manifestés par
deux variétés de canne à sucre CO
31-294 et CP 31-588, toutes deux plus
ou moins sensibles à toutes les sou-
ches jusque-là connues de mosaïque
(SUMMERS, BRANDES et RANDS,
1948). Des caractères complémentaires
ont été utilisés : coloration de la
gaine, retard de croissance, reprise
des souches de canne après coupe,
pourcentage d'infection, longueur de
la période de latence après l'infec-
tion, température d'inactivation et dilu-
tion limite des extraits infectieux (AB-
BOTT et TIPPETT, 1966).
Ces souches ont reçu les dénomi-
nations suivantes : A, B, C, D (D-a,
D-b, D-c), E, F et G. La souche G n'a
plus été observée aux USA depuis
1944. Les distinctions D-a, D-b et D-c
ABREVIATIONS
ont été abandonnées par la suite. La
souche F n'a été observée qu'en 1935.
La souche G, différenciée en raison
d'un retard de croissance de la variété
CP 31-294 par rapport à la même va-
riété inoculée avec la souche B n'a
pas été retenue (SUMMERS, BRANDES
et RANDS, 1948 ; ABBOTT et TIPPETT,
1966). Les souches A, B et D sont
toujours en collection à l'U. S. Sugar
Cane Field Station de Houma. La sou-
che E disparue, a été réisolée à partir
de Stenotaphrum secundatum (TODD,
1964).
La sélection de variétés résistantes
ou tolérantes a été faite selon le sché-
ma suivant, qui est encore utilisé (AB-
BOTT, ZUMMO et TIPPETT, 1967 ; AN-
ZALONE, GIMALVA et CHILTON, 1967).
Les nouveaux plants de canne à sucre,
obtenus de semis, sont inoculés méca-
niquement avec un inoculum contenant
le mélange des souches connues, dès
que les feuilles sont assez grandes
pour l'inoculation. Le taux de trans-
mission ainsi obtenu est plus impor-
tant que par exposition à l'insecte
vecteur Rhopalosiphum maydis; les
jeunes plants de semis sont plus sen-
sibles que les cannes de même âge
issues de boutures et que les plants
plus âgés (DEAN et COLEMAN, 1967).
Les plants qui manifestent des symp-
tômes de mosaïque sont éliminés. Cet-
te sélection est poursuivie au champ
où des cas de maladie peuvent encore
se manifester.
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Parmi les géniteurs de canne à su-
cre, Saccharum officinarum, S. barberi
et S. robustum sont sensibles à la
mosaïque, S. sinense est très résistant
tandis que S. spontaneum est immun
(SUMMERS, BRANDES et RANDS,
1948).
La sélection de variétés résistantes
a permis de cultiver aux USA des can-
nes résistantes durant de nombreuses
années. Mais à partir de 1957, la va-
riété CP 44-101, sélectionnée et multi-
pliée pour sa résistance à la mosaï-
que, a été contaminée par une nou-
velle souche du virus, la souche H
(ABBOTT, 1961). Cette nouvelle sou-
che a été différenciée sur la variété
CP 31-588 par un pourcentage d'infec-
tion plus faible qu'avec les souches A,
B et D. Par ailleurs, 32 clones sur 181
de S. spontaneum et l'hybride Kassoer
sont sensibles à cette souche alors
qu'ils sont très résistants ou immuns
aux autres souches. Par la suite, les
deux variétés de canne à sucre CP
31-294 et CP 31-588 ayant manifesté
des symptômes nouveaux lors de tests
de contrôle, une nouvelle souche 1 a
été décrite. Cette souche contamine
les mêmes clones de S. spontaneum
que la souche H, ainsi que Kassoer,
mais avec la différence que le pour-
centage d'infection est plus élevé avec
la souche 1 qu'avec la souche H (TIP-
PETT et ABBOTT, 1968).
Les souches Indiennes.
Aux Indes, trois souches ont été dif-
férenciées par leur température d'in-
activation (CHONA, 1944). Ces tempé-
ratures sont respectivement de 45, 52
et 65 oC, alors que celles des souches
américaines sont comprises entre 49
et 55 oC (ABBOTT, 1953). Les souches
américaines A et B y sont également
signalées (MATZ, 1939; ABBOTT et
TIPPETT, 1966), ainsi que les souches
C et E (KHURANA et SHATRUGHNA
SINGH, 1972). Mais des isolats à par-
tir de la variété CO 419 n'ont pu être
rapportés à des souches américaines,
ce qui peut expliquer les résultats de
CHONA (1944).
Les souches de Taïwan.
Trois souches ont été décrites à
Taïwan d'après les symptômes mani-
festés par des variétés de cannes dif-
férentes des variétés américaines (LIU
et LI, 1953). Ces souches sont:
- le type « Short Stripe» ou SS,
- le type «Yellow Stripe» ou YS,
- le type «Fine Stripe» ou FS.
Mis à part les variations de symp-
tômes et les retards de croissance,
des résistances différentes selon les
espèces de Saccharum ont été ob-
servées. S. otficinarum, S. barberi et
S. robustum sont sensibles aux types
SS et YS, comme aux souches améri-
caines. Le type YS est considéré com-
me très proche de la souche améri-
caine A (ABBOTT et STOKES, 1966).
S. sinense est sensible à la souche FS,
alors que S. barberi est immun, à l'in-
verse des souches américaines. Lors-
qu'elles sont inoculées avec le type
FS, les variétés américaines de canne
manifestent des symptômes inconnus
aux USA.
Les souches de SCMY dans le monde.
Une revue de la répartition des sou-
ches dans les diverses parties du mon-
de a été faite en 1966, avant que le
Maine Dwarf Mosaic Virus (MDMV) et
le SCMV-I soient connus (ABBOTT et
STOKES, 1966). Les souches A, B et
D ont été signalées dans diverses par-
ties du monde, mais non la souche H.
Cinq souches originaires des Indes,
d'Iran, des Philippines et de Hawaï
provoquent des symptômes différents
de ceux des souches américaines.
Les souches de MDMY.
Des inoculations artiticielles ont per-
mis de montrer que de jeunes plants
de certaines variétés de sorgho et de
maïs pouvaient se montrer, au labo-
ratoire, hôtes du SCMV (COSTA et
PENTEADO, 1951 ; SMITH, 1957). Mais
jusqu'en 1965, le SCMV n'était pas con-
sidéré comme un agent pathogène
pour les cultures de sorgho ou de
maïs. Toutefois une affection, appelée
Red Stripe du sorgho, observée pour
la première fois en Italie par GOIDA-
NICH (1939) a été reconnue comme
étant due à un virus voisin de celui
de la mosaïque de la canne à sucre
(GRANCINI, 1957; LOVISOLO, 1957).
Puis aux USA, les cultures de maïs
ont été gravement affectées par une
épidémie de MDMV (DALE, 1964; WIL-
LIAMS et ALEXANDER, 1964). Ce virus
a été reconnu comme étant une sou-
che de SCMV, mais il n'infecte pas
S. otficinarum (SHEPHERD, 1965). On
peut, sur le sorgho d'Alep (Sorghum
halepense), différencier deux souches
de ce virus : il est sensible à MDMV-A
et résistant à MDMV-B (MAC KENZIE,
1967). De graves viroses du maïs et du
sorgho ont été également imputées à
des souches de SCMV ou de MDMV
en Afrique du Sud (VON WECHMAR
et HAHN, 1967), en Australie (TAYLOR
et PARES, 1968) et en Europe dont la
France (SIGNORET, 1970).
Ces très nombreux résultats n'ont
pas toujours été comparés entre eux,
en ce qui concerne les relations entre
les différentes souches. Comme l'ont
souligné BANCROFT et al (1966), les
graminées dont la canne à sucre, le
maïs, le sorgho et le sorgho d'Alep
sont affectées par divers virus appar-
tenant tous au groupe Potato Virus Y.
de BRANDES, les rapports entre ces
différents virus restant à être précisés.
Ce grande nombre de souches vira-
les pose deux types de problèmes aux
agronomes:
1) la lutte par variétés résistantes
suppose une bonne conn~ssance de
la souche ou des souches virales con-
cernées. L'histoire de la culture de
la canne à sucre en Louisiane montre
bien la complexité du problème sur le
plan pratique. Les épidémies de mosaï-
que ont été dues, soit à l'ensemble
des souches décrites aux USA, soit
seulement à l'une d'entre elles. L'im-
portance relative des souches a varié,
notamment quand en culture indus-
trielle, des variétés sensibles ont été
remplacées par des variétés résistantes
à la souche prédominante, mais qui se
sont révélées par la suite sensibles à
une souche qui tendait alors à devenir
prépondérante. Enfin il est apparu de
nouvelles souches auxquelles les géni-
teurs de résistance se sont montrés
sensibles. C'est ainsi qu'à partir de
1956, la souche H inconnue jusque-là,
a été responsable de 70 % des atta-
ques car la plupart des variétés culti-
vées se sont trouvées sensibles à cette
nouvelle souche (ABBOTT et TIPPETT,
1966).
2) le développement de la pro-
duction de canne à sucre demande
une importante circulation de matériel
végétal sous forme de boutures, moyen
le plus efficace de transmission des
virus sur de longues distances, ainsi
que d'autres maladies systémiques.
L'ensemble des pays sucriers se pro-
tège en cultivant pendant un ou deux-
trois ans en serre vitrée les nouvelles
introductions de cannes. Une opéra-
tion de quarantaine n'est pas très coO-
teuse en soi, mais peut entraîner des
pertes importantes par le retard qu'elle
provoque aux programmes de renou-
vellements variétaux dans les pays
comme Madagascar qui ne produisent
pas eux-mêmes leurs nouvelles varié-
tés. En l'absence de test sOr, permet-
tant de déceler certaines maladies
comme la mosaïque, les responsables
de quarantaine peuvent être tentés de
détruire les variétés présentant des
symptômes plus ou moins douteux qui
puissent faire penser à une mosaïque.
Il est donc indispensable de mettre
au point un système plus simple pour
assurer une introduction sans risques
de nouvelles variétés.
LA MOSAIQUE A MADAGASCAR
La mosaïque de la canne à sucre
aurait épargné Madagascar jusqu'en
1952 (BARAT, 1953), alors qu'elle était
déjà répandue dans cette région de
l'océan Indien, à l'i1e de Mayotte dans
l'archipel des Comores (BOURIQUET,
1946), à l'i1e de la Réunion (KOPP et
d'EMMEREZ, 1932) et au Natal (STO-
REY, 1924). En 1952, les symptômes
de la maladie ont été reconnus par
BARAT (1953) sur la côte Est de Mada-
gascar, près de Brickaville, dans des
plantations de variété Lousier, canne
.. noble» jusque-là cultivée dans cette
région. Les champs étaient en très
mauvais état sanitaire, dû à diverses
maladies. La même année, des symp-
tômes de mosaïque ont été observés
sur la côte Ouest de Madagascar sur
la variété M 72-52 sans qu'il y ait de
corrélation avec une baisse de rende-
ment de ces cannes. Des variétés ré-
sistantes à la mosaïque ont alors été
propagées en culture industrielle, et
les symptômes n'ont plus été observés
durant plusieurs années.
En 1964, nous avons remarqué des
symptômes de mosaïque dans la pro-
vince de l'Uasy, sur l'Ouest des hauts
plateaux de Madagascar. Etaient con-
taminées toutes les cultures de cette
région, plantées en variété Lousier,
destinées à la production artisanale
de sucre et d'alcool pour la consom-
mation familiale. Les années suivan-
tes, les cultivateurs abandonnèrent
d'eux-mêmes cette production, la virose
détruisant toutes les cultures. Plusieurs
épidémies de mosaïque sur maïs ont
été observées dans la même région
ces dernières années.
La présence d'un foyer épidémique
important dans le centre de Madagas-
car était préoccupante pour l'ensemble
des cultures de canne à sucre de la
grande île. Deux types de problèmes
se posent:
- le foyer de la maladie est-il le
point de départ d'une épidémie sus-
ceptible de s'étendre dans tout Mada-
gascar, et en particulier dans les ré-
gions côtières où sont présentes les
cultures industrielles?
- peut-on utiliser les résultats de
sélection de variétés résistantes obte-
nues avec les diverses souches de
SCMV et de MDMV? Dans quelles
conditions peut-on introduire le nou-
veau matériel végétal?
Il importe en premier lieu de déter-
miner la cause précise des symptômes.
Pendant longtemps les virus n'ont été
MATERIEL VEGETAL
Conditions de multiplication du virus.
Le SCMV-Ampefy est conservé sur
une parcelle de canne à sucre, variété
Lousier, cultivée à l'extérieur. La canne
utilisée est un sport apparu à l'île
Maurice de la variété Otahiti de Sac-
charum officinarum. Il a été introduit
à Madagascar il y a une cinquantaine
d'années, et il est répandu dans toute
l'île de Madagascar dans les cultures
artisanales.
mis en évidence que par les lésions
provoquées sur un organisme vivant,
conséquence de leur multiplication.
C'est une de leurs caractéristiques
essentielles d'être connus à travers
un système virus-hôte. Ainsi, la virose
qui sévit à Madagascar sur les cannes
à sucre a pu être rapportée à une
souche de SCMV ou de MDMV par
inoculation mécanique au maïs et au
sorgho, ainsi qu'à diverses autres gra-
minées (BAUDIN, 1970). Mais les nom-
breuses souches décrites de SCMV
et de MDMV constituent un ensemble
hétérogène de virus aux propriétés
physico-chimiques et biologiques assez
différentes (BANCROFT et al, 1966).
La souche locale, désignée dans le
texte sous le nom de SCMV-Ampefy,
doit être comparée aux autres souches
avec plus de précision.
Les techniques d'isolement et de
purification de virus peuvent permettre
de déterminer leurs caractéristiques
physiques, chimiques, de les observer
au microscope électronique et d'en
analyser la structure. On peut ainsi
étudier les virus en dehors du sys-
tème virus-hôte et, grâce à de nou-
veaux critères physico-chimiques indé-
pendants de la maladie, les différencier
d'après leur structure. Ainsi les pro-
priétés physico-chimiques de la sou-
che SCMV-Ampefy peuvent être com-
parées avec celles déjà connues de
quelques souches de SCMV ou de
MDMV.
Le virus purifié permet de préparer
des sérums spécifiques. On peut alors
comparer les propriétés antigéniques
de la souche SCMV-Ampefy avec cel-
les des diverses souches de SCMV
et de MDMV, afin d'établir les paren-
tés sérologiques.
Le virus étant caractérisé par ses
propriétés biochimiques et sérologi-
ques, il convient alors d'étudier les
propriétés biologiques dont dépend la
maladie. En premier lieu, il est néces-
saire de préciser la symptomatologie
de la souche SCMV-Ampefy. Les symp-
tômes sur une gamme d'hôtes per-
mettent d'identifier de nombreux virus
qui peuvent ne pas avoir de caractères
MATERIEL ET METHODES
La parcelle a été plantée par éclats
de souches, boutures de tiges et de
flèches d'une souche de canne pro-
venant du village d'Ampefy dans la
préfecture de l'itasy. La culture de
canne est conduite comme à l'ordi-
naire dans la région de Tananarive.
Les tiges sont coupées en début de
saison des pluies en conservant tous
les rejets immatures. Au cours de ce
travail, la parcelle a été maintenue
jusqu'en sixième repousse. Mais en
raison de la mortalité élevée des sou-
ches malades, de fréquentes replan-
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en commun. Mais le - problème n'est
pas seulement de reconnaître le SCMV
mais aussi d,e déterminer de quelles
souches déjà connues la souche
SCMV-Ampefy peut être rapprochée.
Des pathogènes capables de provo-
quer une maladie sur un certain grou-
pe d'hôtes doivent alors être distin-
gués sur un ou plusieurs hôtes qui
manifestent des réactions différentes
sous la seule influence des souches
inoculées et non sous l'influence de
l'environnement.
Les interactions différentielles entre
hôtes et parasites ont été étudiées par
VAN DER PLANCK (1968) pour diver-
ses maladies à champignons et bacté-
rioses. En s'inspirant de ces études,
nous avons tenté de trouver un ou
des hôtes caractéristiques de SCMV-
Ampefy.
Les relations hôtes-virus peuvent
être modifiées par les conditions de
milieu, en particulier la température.
L'influence de la température sur la
multiplication virale dans la plante est
étudiée. Le SCMV et le MDMV se
multiplient surtout dans des plantes
tropicales, aux températures optimales
de croissance élevées, de 25° à 35°.
Par contre, la température d'inacti-
vation de ces virus est relativement
basse, de l'ordre de 55°. Beaucoup de
virus sont instables in vivo à des
températures supérieures à 30°, même
le VMT qui est l'un des virus les plus
stables à la température in vitro (LE-
BEURl ER et HIRTH, 1966). Il est donc
indispensable de déterminer la tempé-
rature optimum de multiplication du
virus in vivo.
Les résultats de la symptomatologie
et l'étude de l'influence de la tempé-
rature sur la multiplication virale dans
la plante permettent de définir quel-
ques facteurs écologiques particuliè-
rement favorables à la maladie. Ces
derniers peuvent être comparés aux
conditions agronomiques des cultures
de Madagascar et permettre quelques
suggestions sur les facteurs d'exten-
sion éventuelle de la maladie dans la
grande île et sur l'amélioration de
la lutte.
tations ont dû être faites, avec du
matériel vi rosé prélevé sur place, ou
du matériel sain qui a été inoculé.
La parcelle de canne à sucre a pu
fournir des feuilles vi rosées neuf mois
par an. Les feuilles ont toujours été
récoltées juste avant le broyage.
Le virus a également été multiplié
en serre ordinaire sur maïs, variété
LA 122, et sur sorgho, variété Tx 412.
Les plants sont semés par 10 dans des
pots de 30 cm de diamètre. Après huit
à quinze jours, selon la température
6-
ambiante, ils sont inoculés par le
SCMV-Ampefy et ils peuvent être ré-
coltés quinze jours plus tard. Chaque
semaine, l'ensemble des plants et du
matériel contenu dans la serre est
pulvérisé au dimétonméthyl à dose de
50 ml de produit pour 100 litres d'eau.
Inoculation du virus.
Les extraits virosés bruts sont pré-
parés par broyage au mortier des
feuilles de canne à sucre, maïs ou
sorgho, en présence d'un peu de sa-
ble de Fontainebleau, lavé aux acides,
et de tampon phosphate 0,01 M pH 7,2
additionné de mercaptoéthanol à 0,2 %,
à raison de 2 ml de tampon par gram-
me de feuilles (dilution 1/2). Les feuil-
les de canne à sucre doivent être
préalablement finement découpées aux
ciseaux en lanières perpendiculaires
aux fibres des feuilles. Pour des ino-
culations en série, la dilution 1/10 est
utilisée, soit le cinquième de l'extrait
brut.
pon. A partir de la canne à sucre ou
du maïs, il n'est pas utile de dépas-
ser la dilution 1/5.000. La plus grande
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dilution de la gamme qui donne une
infection est retenue comme Point de
Dilution Limite ou DEP.
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Le virus est inoculé à la canne à
sucre selon la méthode de MATZ
(1933), utilisée en sélection variétale.
Quelques gouttes d'extrait brut de
canne vi rosée sont déposées entre la
plus jeune feuille déroulée et le fu-
seau central. Une fine aiguille est pas-
sée plusieurs fois à travers les tissus.
L...- ~_~__~ ~_~ ..r+2
1/2560 1/1210 ,/0<10 , iJ20 I l '60 1/80 1/40
Log di Jution
Fig. 1
Représentation graphique sur papier de Probit des résultats expérimentaux
du tableau 1.
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Fig. 2
Courbes qui correspondent à une
transformation Probit :
- en haut : pourcentage des plants
infectés en fonction de la concen-
tration ;
- en bas : pourcentage des plants
infectés en fonction du logarithme
de la concentration.
RAPPORT ENTRE LE POURCENTAGE
D'INFECTION ET LA DILUTION DES
EXTRAITS INFECTIEUX
Avec un hôte à nécroses locales, il
est possible de déterminer le nombre
de points d'infection obtenus en ino-
culant une suspension virale de con-
centration donnée, à condition que
le nombre de particules virales infec-
tieuses soit suffisamment faible par
rapport au nombre de sites infectables
(HOLMES, 1929; VAN DER PLANCK,
1975). On peut ainsi obtenir la courbe
des nombres cumulés représentant les
points d'infection par rapport à la con-
centration en particules infectieuses.
Avec le VMT, virus à un seul type de
particules, cette courbe est une droite
(FURUMOTO et MICKEY, 1970).
Avec un hôte à infection généralisée,
le nombre de points d'infection n'est
pas connu puisqu'un seul plant peut
être infecté plusieurs fois pour donner
une infection généralisée. Par contre,
si un plant inoculé n'est pas infecté,
il n'y a pas de point d'infection. On
peut étudier la distribution de la pro-
babilité pour qu'un plant inoculé par
un extrait à une dilution convenable
ne soit pas infecté : si p est le pour-
centage de plants contaminés, le pour-
centage de plants sains est égal à
q == 100 - p. Il faut étudier la distri-
bution de q par rapport à la con-
centration. Les résultats expérimentaux
POINT DE DILUTION LIMITE OU DEP
Le virus est inoculé au maïs et au
sorgho par frottement entre le pouce
et l'index de la première feuille dé-
roulée, préalablement saupoudrée de
carborundum (400 mesh). Les résul-
tats peuvent être observés au bout de
cinq à huit jours sur la base de la
première feuille qui se dégage du
fuseau foliaire. Les plants sont gardés
en observation une quinzaine de jours
après l'apparition des premiers symp-
tômes.
Détermination du pouvoir Infectieux.
En l'absence d'un hôte à nécroses
locales, le pouvoir infectieux est étu-
dié sur les hôtes à réaction systé-
mique. Deux méthodes sont utilisées :
Le point de dilution limite corres-
pond à la plus grande dilution d'un
extrait vi rosé à laquelle on peut en-
core espérer une infection. Cette mé-
thode est très utilisée pour évaluer
la teneur en virus d'extraits de plantes.
Des plants de maïs, variété Dixie 22,
sont inoculés par une gamme de dilu-
tions de l'extrait à étudier, la dilution
1/1 correspondant au broyage d'un
gramme de feuilles dans 1 ml de tam-
(on peut utiliser directement p) ont
été portés sur des graphes dont ab-
cisses et ordonnées correspondent aux
fonctions mathématiques suivantes :
- une droite,
- une distribution de POISSON
(BRAKKE, 1970; VAN DER PLANCK,
1975),
- une transformation log log
(BRAKKE, 1970),
- une fonction Probit selon la mé-
thode d'estimation du maximum de
vraisemblance (FINNEY, 1952).
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Les points expérimentaux ne cor-
respondent pas à une droite. Ils sont
correctement alignés par contre si on
utilise les coordonnées " Probit ..
(fig. 1). Ces coordonnées correspon-
dent à une courbe du type sygmoïdal
(fig. 2).
Tableau 1
POUVOIR INFECTIEUX D'UNE GAMME DE DILUTION D'UN EXTRAIT VIROSE DE MAIS, VAR. DIXIE 22
Les extraits sont inoculés par frottement à des maïs, var. Dixie 22, cultivés à 20°.
1/40
1/80
1,160
1/320
1/640
1/1280
1/2560
Dilution
Nombre de plants contaminés
sur le nombre de plants inoculü
19/20
17/20
13/20
12/20
6/20
4/20
3/20
Tableau Il
CALCUL DE LA DROITE « PROBIT .. CORRESPONDANT A L'EXPERIENCE RELATEE TABLEAU 1
r
Dilution Dil. x 10' x
- P yo ye nw WP nwx nwy
n
-----
----
1/40 ..... 250 2,398 19 95 6.64 6,6 4,76 6,643 11,41448 31,6064
1/80 ..... 125 2,097 17 85 6,04 6,1 8,10 6,034 16,98570 48,8430
1/160 ..... 62,5 1,796 13 65 5,39 5,6 11,16 5,373 20,04336 59,9292
1/320 ..... 31,25 1,495 12 60 5,25 5,2 12,54 5,252 18,47730 65,8350
1/640 ..... 15,625 1,194 6 36 4,64 4,7 12,32 4,642 14,71008 57,1648
1/1280 ..... 7,8125 0,893 4 20 4,16 4,2 10,06 4,166 8,98358 41,8496
1/2560 ..... 3,90625 0,592 3 15 3,96 3,8 7,40 3,980 4,38080 ~9,4520
-
Sommes .. 10,465 36,08 66,34 36,07 95,26530 334,680
x= 1,436016
Sn w (x - x)'
Sn w x'
155,1956301
- 136,8024929
= 18,3931372
y = 5,044920
S n w (x - xl (y - Yl
S nw xy
507,3341344
- 480,60588276
= 26,7283068 Sn w (y-y)'
X' (5)
Sn w y'
1.728,401308
- 1.688,433861
39,967447
38,840703
1,126744 < 11,07
Snw
b = 1,453167369
Droite de régression: y = 2,958 + 1,453 x
Tableau Il bis
LEGENDE DES CALCULS EXPOSES TABLEAU 1/
Dil. x 10' : les dilutions sont multipliées par 10' pour simplifier les calçuls.
x : logarithme de la dilution.
r : nombre de plants montrant des symptômes.
n : nombre de plan:s inoculés.
r
p : pourcentage - x 100.
n
yo : Probit observé, lu dans la Table 1 (FINNEY, 1952l pour le pourcentage p.
ye : Probit estimé aprés dessin à l'estime de la droite Probit.
nw : west le coefficient de pondération lu dans la Table Il pour le Probit ye.
WP : Working Probit lu dans la Table IV pour le Probit ye et le pourcentage p.
Somme des carrés des déviations :
_ (S n w x)'
S n w (x - x)' = S n w x' - ---
Snw
_ _ (S n w x) x (S n w Yl
S n w (x - x) (y - y)' = S n w x y - -------
Snw
_ (S n w Yl'
S n w (y - y)' = S n w y' - ---
Coellieient de régression :
S n w (x - xl (y - y)
b =
Sn w (x - i)'
Droite de régression :
y = y+ b (x-x)
S n w (x - x) (y - y)'
X' (n - 2) = S n w (y -y)' - -------
Sn w (x-x)'
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Tableau III
DETERMINATION DE LA DILUTION QUI DONNE 60 % DE PLANTS INFECTES
A PARTIR DES RESULTATS EXPERIMENTAUX DU TABLEAU'
Droite de régression y = 2,958 + 1,453 x
x nw y nwx nwy
2,293 6,04 6,61 14,48392 39,9244
2,092 8,78 6,04 18,41166 53,0312
1,796 11,16 5,37 20,04336 59,9:92
1,495 12,68 5,25 18,95660 66,5700
1,194 12,32 4,64 14,71008 57,1648
0,893 10,64 4,17 9,50152 44,3688
0,592 7,40 3,98 4,38080 29,4520
10,465 69,02 36,06 100,48794 350,4404
n w x3 nwxy n w y'
166,3218092 539,4118244 1,823,002564
- 146,3028989 - 510,2149215 - 1,779,317211
20,0189103 29,1969029 43,685353
X' 42,582694
(5 dl) 1,102659
mp = x +
b = 1,45846
DDite de régression corrigée: y = 2,954 + 1,459 x.
mp = x + y (p) x x avec yp = probit pour le pourcentage p.
y (pl -x
avec yP = probil pour le pourcentage p.
b
5,25 - 5,OIT4
Pour 60 0/0 : m = 1,4559 + = 1,5745
1,459
1 l 1 (m - x)' 1Variance: (m) = - - + ---- = 0,0071358
b' Snw Snw (x - Xj'
Ecart type : S = 0,084
La di lution pour p = 60 est m ± s: = 1,5745 ± 0,21588
1 1 1
- < Dil (p = 60) = - < -
438 260 162
A partir de résultats expérimentaux,
les paramètres de la droite «Probit»
peuvent être déterminés selon le plan
suivant:
- 1) Sur un papier Probit, dessiner
la droite des points ayant pour abcisse
la concentration, pour ordonnée le
pourcentage de plants contaminés
(fig. 1).
- 2) Relever les probits Yo observés,
correspondant aux pourcentages dans
la table des probits (FINNEY, 1952)
(tableau Il).
- 3) Déterminer les probits estimés
y. à partir de la droite Probit.
- 4) Déterminer à "aide de la ta-
ble Il (FINNEY, 1952) le coefficient de
pondération nw.
- 5) Déterminer à l'aide de la ta-
ble IV (FINNEY, 1952) le «Working
Probit ».
- 6) Calculer la régression pondé-
rée entre le log (dilutions) n, w et y.
- 7) Calculer le X' d'ajustement à
la distribution.
- 8) Si le X' n'est pas significatif,
déterminer les paramètres de la droite
de régression.
- 9) D'après la droite de régres-
sion, on calcule les probits y, on en
déduit les valeurs corrigées « nw" ain-
si que les paramètres de la droite de
régression corrigée (tableau III).
La droite de rég ression étant re-
déterminée, il est possible de calculer
pour quelques pourcentages les dilu-
tions correspondantes et les limites de
l'erreur. On peut ainsi tracer les cour-
bes donnant les limites de confiance
de la droite de régression.
D'après la figure 1, on observe que
l'intervalle de confiance est le plus
étroit pour les pourcentages compris
entre 60 0J0 et 70 0J0. Le pourcentage
de 60 0J0 a été choisi pour caracté-
riser une gamme de dilution; la dilu-
tion qui permet d'obtenir 60 % de
plants infectés est désignée sous le
nom «Dilution (p = 60) ". Dans l'ex-
périence étudiée, cette dilution est de
1/260, et est comprise entre 1/438 et
1/162 avec une probabilité de 95 0J0.
Selon la précision souhaitée, il est
nécessaire de calculer la droite de
régression corrigée, les limites de l'er-
reur, comparer 2 à 2 le parallélisme
des droites puis les limites des dilu-
tions qui donnent 60 0J0 de plants con-
taminés. Pour une précision moind re
on peut estimer graphiquement la dilu-
tion (p = 60). Pour l'expérience de
la figure 1, la dilution (p = 60) est
estimée graphiquement à 1/240. Dans
les expériences qui suivent, cette dé-
termination graphique est suffisante,
en raison de la précision demandée.
Le calcul de l'estimation du maxi-
mum de vraisemblance impose diver-
ses conditions matérielles :
- la variété utilisée doit être homo-
gène. Elle doit pouvoir répondre à
100 0J0 aux fortes concentrations en
virus. Les variétés de maïs Planta,
D:xie 22 ou INRA 258 et la variété de
sorgho Tx 412 répondent à cette con-
dition. D'autres variétés, de maïs no-
tamment, ne donnent qu'un certain
pourcentage de plants infectés et ne
peuvent donc être utilisées.
- les essais sont comparatifs, ou
relatifs à un témoin.
- il est nécessaire d'obtenir un
nombre de points suffisants entre les
pcurcentages 10 % et 90 0J0. Il faut
donc faire des dilutions de 2 en 2.
- un minimum d'effectifs d'au moins
20 plants de maïs par point est néces-
saire. Pour avoir un nombre suffisant
de dilutions utilisables, il faut prévoir
une dizaine de dilutions dans une zone
convenable. Si l'on choisit l'effectif
minimum de 20 plants par dilution, il
faut 200 plants par gamme de dilution.
Une expérience ne comportant que
deux traitements suppose au moins
400 plants. Il faut donc un très grand
nombre de plants, ce qui est possible
en utilisant le maïs ou le sorgho, plants
qui peuvent être semés par pots de 5
ou 10. Dans la pratique, les extraits
de feuilles sont dilués de 1/10 à
1/2.560. Pour les expériences portant
sur du virus purifié, les suspensions
sont préparées de manière à ce que
la plus grande dilution corresponde à
0,5 X 10-6 g/ml, limite du pouvoir
infectieux.
-9
Tableau IV
POUVOIR INFECTIEUX D'UN EXTRAIT VIROSE DE CANNE A SUCRE, ESTIME D'APRES LES RESULTATS
DE L'INOCULATION D'UNE GAMME DE DILUTION DE L'EXTRAIT A DES MAIS, VAR. DIXIE 22
1/10
1/20
1/40
1/80
1/160
1/320
1/640
1/1280
1/2560
1/5120
Dilution de l'extrait Nombre de plants infectéssur le nombre de plants inoculés
127/127
83/136
81/149
47/136
33/135
27/125
131123
2/122
6/122
6/129
Pourcentage
100
61
54
34
24
22
10
1,6
5
5
Limite de confiance
du pourcentage à 0,05 '/0
52-69
45-52
26-43
17-33
14-28
5-17
1-2
0-10
0-11
Droite de régression : y = 2,6013 + 1,006 x
1 1 1
Dilution (p = 60) : - - < Dil. (p = 60) < -
22 14 37
COMPARAISON DES DEUX METHODES
Les deux méthodes sont très impré-
cises et ne permettent de comparer
que de grandes variations de pouvoir
infectieux. La détermination du DEP
pose un problème pratique. Dans l'ex-
périence rapportée tableau IV, le DEP
n'est pas clairement défini. On peut
l'estimer à 1/5.120. Si on n'avait que
20 plants par traitement, on l'aurait
sans doute estimé à 1/640. Ceci est
bien illustré par la forme de la courbe
du pourcentage de plants infectés en
fonction de la dilution (fig. 2). En des-
sous de 10 %, la courbe tend à s'in-
fléchir vers l'axe des abcisses. L'esti-
mation de la dilution (p = 60) est
également approchée. Mais elle est
basée sur les résultats d'infection de
toute la gamme de dilution et en parti-
culier sur les points les plus précis.
De plus, il est possible que la gamme
de dilution ne dépasse pas le point
de dilution limite, ou que des maïs
montrent des symptômes au-delà d'une
dilution qui a donné des résultats né-
gatifs. La détermination du point limite
de dilution devient délicate ou impos-
sible, alors que l'évaluation de la di-
lution (p = 60) est possible si on a
un nombre de points suffisant entre 10
et 90 Ofo d'infections.
MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
Les préparations pour la microsco-
pie électronique sont colorées négati-
vement, selon la technique de BREN-
NER et HORNE (1959). Une goutte de
matériel à observer, à une concen-
tration de 0,2 à 0,5 mg/ml, est placée
sur une grille support, recouverte d'un
film de carbone. L'excès de liquide
est enlevé avec un papier filtre, puis
une goutte de formiate d'uranyle à 1 %
est déposée, et laissée en contact
une minute environ. Les échantillons
sont examinés au microscope électro-
nique Sopelem.
Les mesures des longueurs des par-
ticules virales, sur des préparations
purifiées, sont faites sur des agrandis-
sements photographiques de 20.000·
avec un curvimètre gradué en millimè-
tres. Les mesures ont été faites par
deux opérateurs différents.
METHODES SEROLOGIQUES
Préparation des sérums.
Les sérums anti-SCMV-Ampefy ont
été préparés par injection à des lapins
de préparations purifiées de virus. Qua-
tre injections à une semaine d'inter-
valle sont faites à chaque lapin, à
raison de 3 mg environ de protéine
virale par piqûre, additionnée (1 vo-
lume/2 volumes) d'adjuvant complet de
FREUND. Les deux premières piqûres
sont faites dans le coussinet plantaire
des pattes arrière, les deux suivantes
dans la cuisse. Si le titre du sérum
parait insuffisant après la quatrième
piqûre, deux piqûres complémentaires
sont faites, mais sans adjuvant de
FREUND.
Une semaine après la dernière in-
jection, les lapins sont saignés par
ponction cardiaque. Après coagulation,
le sérum est séparé du caillot par une
centrifugation de 6.000 tr/mn pendant
dix minutes.
Trois ou quatre lapins sont utilisés
par série de préparation pour obtenir
un lot de sérum suffisamment impor-
tant. Le sérum est alors réparti en
tubes de 1 ml au congélateur à-20°,
ou mélangé volume à volume avec du
glycérol.
Méthode du point de dilution maximale.
La réaction de précipitation antigène-
anticorps en milieu liquide a été dé-
crite par MATTHEWS (1957). Elle est
faite en présence de tampon phosphate
0,01 M, Na CI 0,9 %, pH 7,2. Elle per-
met de comparer des concentrations
dans un rapport supérieur à 1 : 2. 0,5
ml d'une dilution déterminée d'anti-
corps sont mélangés à 0,5 ml d'une
dilution d'antigène et maintenus à 37°
ou 4°. Un précipité peut être observé
après deux heures ou vingt-quatre heu-
res respectivement.
Méthode de double diffusion
en gélose.
La méthode de double diffusion en
gélose mise au point par OUCHTERLO-
NY (1958), est utilisée pour étudier la
pureté des extraits purifiés. Cette mé-
thode permet de caractériser le MDMV
(BOND et PIRONE, 1971), mais le virus
doit être traité par éthanolamine. L'im-
munodiffusion est réalisée dans des
boites de Pétri contenant 20 ml d'une
solution de gélose à 0,6 %, tampon
phosphate de sodium 0,01 M pH 7,
azide de sodium à 0,05 %.
L'antigène et l'anticorps sont placés
dans des trous effectués dans la gé-
lose. Les boites sont ensuite placées
dans une enceinte humide pour éviter
la dessiccation.
L'antigène et l'anticorps diffusent
dans la gélose et forment une ligne
de précipitation au point de rencontre.
Lorsque les réactifs sont présents dans
les solutions initales dans des propor-
tions équivalentes, chaque ligne de
précipitation agit comme une barrière
immunospécifique pour un complexe
antigène-anticorps donné, mais n'em-
pêche pas la diffusion d'autres anti-
gènes et d'autres anticorps non ap-
parentés. Les lignes de précipitation
sont observées à partir de quarante-
huit heures et jusqu'à huit jours après
le début de la diffusion.
Méthode d'agglutination passive.
BERCKS (1967) a montré que des
particules de latex de 0,81 microns,
sensibilisées par des anticorps ou des
antigènes, peuvent floculer spécifique-
ment si on les mélange à une sus-
pension d'antigène ou d'anticorps cor-
respondant. Le latex (B D Mérieux,
0,81 microns) est sensibilisé à partir
de gamma globulines du sérum diluées
de manière à ce que la quantité d'anti-
corps soit minimale.
Les gamma globulines de l'immun-
sérum utilisé sont partiellement puri-
fiées par relargage avec du sulfate
d'ammonium à 40 Ofo de saturation. On
recueille le précipité dans du soluté
physiologique, puis on dialyse pour
éliminer toute trace de sulfate d'am-
monium. Après détermination de son
titre en anticorps par la méthode de
précipitation en milieu liquide, la solu-
tion de globulines est diluée, de ma-
nière à ce qu'elle garde un titre deux
fois supérieur environ au titre limite,
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Les gamma globulines sont incubées
trente minutes à température ambiante
avec cu latex dilué à raison de un
volume de latex pour un volume d'eau
physiologique, latex auquel on ajoute
du polyvinylpyrrolidone à 2 x 10-'
dans le but d'éviter l'agrégation des
particules. Le latex est ensuite lavé
dans un tampon tris-HCI 0,05 M pH 7,2
pour éliminer l'excés d'anticorps non
fixés. On obtient ainsi du latex sensi-
bilisé à l'immunsérum anti-SCMV, nom-
mé Ls Iv, ou à un immunsérum de
plant sain nommé Ls Is.
Les extraits de plantes à examiner
sont préparés par broyage de feuilles
de canne à sucre ou de maïs dans
un tampon tris-EDTA 0,05 M pH 7,2
auquel on ajoute 0,1 % de mercapto-
éthanol pour éviter la dénaturation du
virus, à raison de 2 ml de tampon par
gramme de feuilles. Après clarification
(5 mn à 7.000 tr), les extraits sont
dilués dans du tampon tris-HCI 0,05 M
pH 7,2 additionné de polyvinylpyrroli-
cone à 2 x 10-'.
Les dilutions d'antigènes sont dis-
tribuées (ans les alvéoles d'une pla-
que de plexiglas, à raison de 0,1 ml
d'antigène par alvéole, puis on ajoute
0,05 ml de latex. L'agglutination du
latex est comparée au comportement
de témoins : Ls Iv additionné d'extrait
de plante saine, ou Ls Is et un extrait
de plante vi rosée. Les plaques sont
agitées par va-et-vient pendant dix mi-
nutes pour bien mélanger les réactifs,
puis laissées au repos. Les agglutina-
tions commencent après une demi-
heure. Les observations se poursuivent
durant deux heures.
de tampon phosphate de sodium
0,01 M, NaCI 0,9 %, pH 7,0, mercapto-
éthanol à 0,2 % par gramme de feuil-
les, en présence de sable de Fontaine-
bleau. Les quantités plus importantes
de feuilles sont homogénéisées c'ans
un broyeur à hélices avec la même
quantité de tampon. Le broyat est filtré
puis homogénéisé avec du chloro-
forme, à raison de un volume de
chloroforme pour quatre volumes d'ex-
trait. La suspension est alors centri-
fugée vingt minutes à 7.000 g. La phase
aqueuse est utilisée pour évaluer la
teneur en antigène viral.
Pour chaque lot d'immunsérum anti-
SCMV-Ampefy, il faut établir une cour-
be étalon qui permettra d'évaluer la
teneur en antigène viral d'extraits
virosés préparés dans les mêmes con-
ditions. Une gamme de concentration
croissante, comprise entre 5 et 120
x 10-' g d'une suspension purifiée
de virus est préparée par dilutions
dans un extrait dilué au 1/2, traité au
chloroforme, de feuilles saines de
maïs : 1 ml de chaque dilution est
additionné de 0,3 ml d'immunsérum.
Le mélange est laissé à 4° pendant
vingt-quatre heures. Puis, le précipité
DO
est lavé trois fois dans le tampon,
et sa teneur en protéine est déter-
minée par la technique de LOWRY et
al. (1951). Dans ce but. le précipité
sérologique est dissout dans 1 ml
de NaOH N/2, puis additionné des
réactifs préparés dans l'eau distillée
(et non dans la soude, selon la tech-
nique d'origine, pour maintenir un pH
convenable et une molarité de NaOH
de N/12 en fin de dosage).
La courbe étalon établie pour cha-
que sérum (fig. 3) permet de déter-
miner la teneur en antigène viral par
ml d'extrait virosé. En raison de la
teneur en antigène des plantes utili-
sées, aucune dilution n'est m';cessaire
pour lire sur la courbe étalon. Toute-
fois, quand un précipité sérologique
peu abondant est attendu, 2 ml d'ex-
trait sont mélangés à 0,6 ml d'immun-
sérum, pour obtenir une valeur pro-
che de 10 gammas d'antigène.
La teneur en antigène viral est ex-
primée en gammas par ml, rapportée
à la dilution 1 : 1, soit 1 ml de tam-
pon par gramme de feuilles. La quan-
tité d'antigène viral par gramme peut
ensuite être obtenue par une règle
de trois.
------- .~- 750nm
~-
Estimation de la quantité d'antigène
virai dans les tissus foliaires.
LEBEURIER et HIRTH (1966) ont mis
au point une technique de dosage de
l'antigène viral dans des disques de
feuilles de tabac. Cette technique con-
siste à évaluer la quantité de protéine
totale présente dans le précipité spé-
cifique et de reporter cette valeur sur
une courbe étalon obtenue en préci-
pitant des quantités connues de virus
par le même immunsérum. Le dosage
des protéines s'effectue par la métho-
de de FOLIN et CIOCALTEU (1927)
modifiée par LOWRY, ROSEBROUGH
et FARR (1951). On peut ainsi évaluer
des quantités d'antigène viral variant
de 10 à 120 microgrammes.
Les expériences préalables (cf. chap.
Il) ont montré que l'on n'observait pas
de précipité avec des protéines nor-
males de maïs, si l'on utilise un im-
munsérum dilué au 1/2 et un extrait
vi rosé sommairement purifié, dilué au
1/2.
Pour les petites quantit€s, inférieures
à 20 g de feuilles, les extraits vi rosés
sont préparés par broyage des feuilles
dans un mortier en présence de 2 ml
o 5
50 1;
TENEUR EN ANTIGENE EN 1!9.ml
Fig. 3
Courbe étalon donnant la teneur en antigène viral en fonction de la 0.0.,
obtenue par dosage selon la méthode de Lowry, à partir d'un immunsérum
anti-SCMV-Ampefy. Les détails de préparation de l'extrait antigène à partir de
feuilles de canne, maïs ou sorgho sont décrits dans le texte.
METHODES D'ANALYSES
Gradient de saccharose.
Les gradients de saccharose ont été
préparés en coulant dans les tubes
de centrifugeuse des solutions de su-
cre dans le tampon désiré de 10, 20,
30, 40 et 50 % de sucre, à raison
de 5, 7, 7, 7 et 4 ml. Les tubes sont
placés une nuit au réfrigérateur pour
obtenir le gradient, dont la linéarité
est contrôlée au réfractomètre d'Abbe.
La suspension virale est placée sur
le gradient, puis centrifugée dans un
rotor Swing 25 à la Spinco L 50, trois
heures à 23.000 tours. Pour recueillir
les différentes fractions, le fond du
tube est percé avec une seringue et
le contenu est recueilli goutte à goutte
dans une cuve de spectrophotomètre
pour lecture en ultra-violet à 260 nm
et 280 nm.
Electrophorèse de zone.
La méthode d'électrophorèse de zo-
ne a été décrite par VAN REGEN-
MORTEL (1964). Le SCMV-Ampefy est
repris dans 2 ml de tampon borate
0,1 M pH 8,6, saccharose à 45 %, et
est coloré au rouge phénol pour être
placé dans l'appareil de Van Regen-
mortel. L'électrophorèse se poursuit
pendant vingt heures en appliquant
aux bornes de l'appareil une tension
de 220 volts; le redresseur de courant
fournit alors 5-6 mA. La position des
protéines virales est repérée par éclai-
rage latéral sur fond noir. La valeur
électrophorétique du virus RlI> est
évaluée en mesurant la migration élec-
trophorétique de celui-ci par rapport
à celle du rouge phénol. Les différen-
tes fractions de la colonne sont ino-
culées à du maïs, variété Dixie 22,
pour étudier le pouvoir infectieux, le
spectre est déterminé dans l'ultra-
violet entre 220 et 320 nm.
Ultracentrifugation.
Les mesures des constantes de sédi-
mentation ont été réalisées à l'aide
d'une ultracentrifugeuse analytique
Spinco, modèle E au Laboratoire des
Virus des Plantes de l'Université de
Strasbourg, par M. DANEY de MAR-
CILLAC.
Deux méthodes ont été utilisées :
- la méthode Schlieren, pour les
suspensions virales,
- la méthode d'absorption en ultra-
violet, pour les solutions d'ARN.
La constante de sédimentation S est
fonction de la masse moléculaire. Elle
est exprimée en unités Svedberg
(10-" secondes) et est ramenée par
correction à la température de 20°,
dans l'eau. Pour limiter les correc-
tions, les coefficients de sédimentation
ont été déterminés dans des solutions
salines très peu concentrées (phos-
phate 0,01 M). Le coefficient de sédi-
mentation corrigé est désigné par le
S.. 20.
Dosage du phosphore.
Le phosphore a été déterminé dans
les solutions purifiées de virus par
la technique de HORECKER et al.
(1940) qui permet de doser de 1 à
10 gammas de phosphore.
1.5
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Fig. 4. - Courbe étalon du dosage
du phosphore par la méthode de
HORECKER, MA et HAAS (1940).
On trace la courbe étalon (fig. 4)
obtenue avec une gamme de dilutions
connues d'orthophosphate de sodium
(RP), et cette courbe étalon sert à la
détermination de la teneur en phos-
phore des solutions virales.
Dosage de l'azote.
Le dosage de l'azote dans la nucléo-
protéine virale se fait selon la mé-
thode de KJELDHAL.
Le mode opératoire est le suivant :
- Les échantillons de virus purifié,
en solution dans du tampon phosphate
0,01 M pH 7,2 ou borate 0,05 M pH 8,6
sont minéralisés en présence de cata-
lyseur et d'acide sulfurique (66° B)
0,5 ml, jusqu'à décoloration complète.
- On ajoute alors 10 ml de lessive
de soude hyposulfitée et on effectue
la distillation. L'ammoniaque, déplacée
par la soude, est recueillie à la sortie
de l'appareil à distiller dans un bécher
contenant de l'eau distillée colorée
en rouge par quelques gouttes d'un
mélange rouge de méthyle-bleu de
méthylène. L'ammoniaque entraîne un
virage du colorant en vert. Elle est
neutralisée par l'addition, goutte à
goutte, d'une solution d'acide sulfuri-
que N/100 titrée.
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Le calcul de l'azote contenu dans
l'échantillon se fait sachant qu'un ml
de SO.H, N/100 correspond à 140 ~g
d'azote.
Dosage de l'ARN.
La nature et la teneur en acide
nucléique de SCMV-Ampefy ont été
mises en évidence en utilisant la mé-
thode de CERIOTTI (1955).
Le mode opératoire est le suivant :
- 1 ml d'eau (blanc) ou 1 ml de
solution convenablement diluée de ri-
bose (témoin) ou 1 ml d'extrait con-
venablement dilué, est ajouté à 7,5 ml
de réactif à l'orcine.
- L'hydrolyse a lieu en plaçant les
tubes au bain-marie bouillant quarante
minutes.
- Les tubes sont alors refroidis
sous l'eau courante froide, et leur
densité optique mesurée immédiate-
ment à 675 nm.
Partant du principe que l'hydrolyse
des ribosides puriques est quantitative,
et celle des bases pyrimidiques nulle
(CERIOTTI, 1955), un facteur de con-
version de 3,76 s'obtient pour le calcul
du nombre de mg d'ARN à partir du
ribose. La figure 5 montre la courbe
étalon standard, obtenue avec des
solutions de ribose.
DO
à
657
IJ 9 DE RIBOSE
Fig. 5. - Courbe étalon du dosage
du ribose, par la méthode de CERIOT-
TI (1955).
Analyse de la protéine de SCMV-
Ampefy en gel de polyacrylamlde.
Le poids moléculaire de la protéine
de SCMV-Ampefy a été déterminé par
électrophorèse en gel de polyacry-
lamide, d'après la méthode décrite par
HEDRICK et SMITH (1968), mais en
présence de dodécylsulfate de sodium
(SOS) comme l'a décrite BALTZ (1972).
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Cette méthode utilise une série de gels
dont la concentration en acrylamide
varie de 5 % à 12 %. Pour chaque
concentration en acrylamide, la mé-
thode suivie est celle de WEBER et
OSBORN (1969).
PREPARATION DES REACTIFS
- tampon d'incubation :
tampon phosphate de Na 0,01 M
pH 7,1 SOS 1 % ;
mercaptoéthanol 1 % ;
- tampon de gel :
tampon phosphate de Na 0,2 M
pH 7,1 SOS 0,2 % ;
- tampon d'électrophorèse :
tampon phosphate de Na 0,1 M
pH 7,1 SOS 0,1 % ;
- solution d'acrylamide-méthyléne
bisacrylamide :
On dissout 33,3 g d'acrylamide
et 0,9 g de méthylène bisacry-
lamide dans de l'eau distillée,
et on complète à 100 ml. Cette
solution est filtrée sur papier
Whatman n° 1 pour éliminer tous
les produits insolubles. Cette
solution est conservée à l'abri
de la lumière à 4°.
solution de persulfate d'ammo-
nium :
On prépare juste avant l'emploi,
une solution de 22,5 mg/ml dans
Je tampon d'électrophorèse dé-
gazé.
- solution de charge :
Elle €st formée de 0,025 ml de
bleu de bromophénol à 5 % ad-
ditionné de 0,25 ml de mercapto-
éthanol, 1 ml de glycéro!, 1,25 ml
de tampon d'électrophorèse.
- solution de coloration :
1,25 g de bleu de Coomassie
sont dissous dans un mélange
de 454 ml de méthanol à 50 %
et de 46 ml d'acide acétique
glacial. Le colorant est filtré sur
papier Whatman n° 1 pour l'éli-
mination des produits insolubles.
- solution de décoloration :
On mélange 75 ml d'acide acé-
tique glacial, 50 ml de méthanol
et 875 ml d'eau distillée.
Tableau V
PREPARATION DES PROTEINES
Les protéines virales sont obtenues
par dissociation de la solution de
SCMV-Ampefy dans le tampon d'incu-
bation, et chauffage au bain-marie
bouillant pendant deux minutes.
Les protéines témoins subissent le
même traitement.
PREPARATION DES GELS
- préparation des différentes solu-
tions d'acrylamide :
On part d'une solution mère à
15 % en acrylamide. Elle s'ob-
tient en mélangeant 27 ml de la
solution acrylamide-bisacryla-
mide, 30 ml de tampon de gel,
2,85 ml d'eau distillée.
Le mélange est mis à dégazer. Puis
on ajoute 150 J11 de N N N' N' tétra-
méthylènediamine.
Les solutions à concentration voulue
en acry/amide sont obtenues en diluant
la solution mère avec le tampon d'élec-
trophorèse dégazé. Avant de couler le
gel, on ajoute le volume nécessaire
de la solution de persulfate d'ammo-
nium préparée extemporanément. Le
tableau V indique les proportions em-
ployées.
Concentration (en '/.) d'acrylamide dans les gels .... 5 6 7
1
8 9 10 12
Volume de la solution à 15 ./. en acrylamide (en ml). 5 6 7 8 9 10 12
Volume de tampon d'électrophorése (en ml) .......... 9,5 8,4 7,3
1
6,2 5,1 4 1,8
Volume de la solution de persulfate (en ml) .......... 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,2
- préparation des gels :
On coule rapidement chaque
solution dans des tubes en verre
bien secs, fermés à leur extré-
mité inférieure par du parafilm.
On coule 3,5 ml par tube de
10 x 0,6 cm.
Avant le début de /a polymérisation,
on dépose à la pipette Pasteur une
goutte d'eau distillée à la surface du
gel, afin que celle-ci soit bien plane,
et que la polymérisation ait lieu en
l'absence d'oxygène.
On laisse la polymérisation se pour-
suivre pendant quarante minutes, puis
on enlève le parafilm.
ELECTROPHORESE
Les tubes sont placés dans l'appareil
à électrophorèse, constitué de deux
bacs superposés. Le bac inférieur con-
tient du tampon d'électrophorèse.
L'anode est dans le bac inférieur.
Les échantillons de protéine (10 à
20 J1g par tube) sont mélangés avec
/a solution de charge dans la propor-
tion de 3 pour 1 en volume, et dé-
posés sur les gels à la micropipette.
Le sommet des tubes est alors rempli
de tampon d'électrophorèse, de même
que le bac supérieur, et Je début de
l'électrophorèse s'effectue avec un
courant de 25 mA. Lorsque Je bleu
de bromophénol a entièrement péné-
tré dans les ge/s, le courant est alors
amené à 50 mA, soit 6 mA par tube.
L'électrophorèse est arrêtée lorsque
le c%rant est proche du bac inférieur.
COLORATION ET DECOLORATION
Les gels sont extraits des tubes à
l'aide d'une seringue terminée par un
embout de caoutchouc s'adaptant sur
le tube. Ils sont alors placés deux heu-
res à 30° dans la solution de colo-
ration.
La décoloration s'effectue avec de
fréquents lavages. Au bout d'une dou-
zaine d'heures, les bandes correspon-
dant aux protéines apparaissent, mais
la décoloration prend plusieurs jours.
Après décoloration, les gels sont
conservés dans une solution d'acide
acétique à 7,5 %.
Analyse de l'ARN en gel de polyacry-
lamlde à 2,4 %.
L'analyse de l'ARN se réalise sui-
vant la technique de LOENIG (1969),
comme l'a décrite PINCK (1972).
REACTIFS
- tampon de base :
Tris 0,4 M, acétate de Na 0,2 M,
EOTA 0,02 M ajusté à pH 7,4
à l'acide acétique.
- tampon d'électrophorèse
tampon de base dilué 10 fois.
- solution d'acrylamide :
dissociation à 40° dans l'eau
distillée d'acrylamide à 20 % et
de méthylène bisacrylamide à
1 %. La filtration sur millipore
(0,8 J1) élimine les produits in-
solubles. La solution se con-
serve à l'obscurité à 4°.
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PREPARATION DES GELS
La solution de polymérisation se pré-
pare en ajoutant :
1,2 ml de solution d'acrylamide,
1 ml de tampon de base,
7,7 ml d'eau distillée.
Après agitation, le mélange est dé-
gazé sous vide, et on ajoute les cata-
lyseurs :
7 1-'- 1 de N N N' N' tétraméthylène-
diamine,
70 1-'- 1 d'une solution de persulfate
d'ammonium à 10 %, préparée
extemporanément.
Le mélange est rapidement coulé
dans des .tubes de plexiglas de dimen-
sions 1 cm x 10 cm, à raison de 6 ml
par tube. Les tubes ont été préalable-
ment garnis à leur extrémité inférieure
de parafilm. Pour que la surface du
gel soit plane, on ajoute avant la
polymérisation une goutte d'eau dis-
tillée dégazée sur la surface du gel.
On attend alors quinze minutes.
PRE-ELECTROPHORESE
On lave délicatement la surface des
gels à l'eau distillée. On élimine alors
l'excès d'eau par un morceau de pa-
pier filtre, puis on enlève le parafilm
qui bouche l'extrémité inférieure des
tubes. On remplace le parafilm par un
morceau de tissu nylon, que l'on main-
tient à l'aide d'un élastique. On fixe
les tubes en position verticale à la
cuve supérieure de l'appareil à élec-
trophorèse qu'on remplit de tampon
d'électrophorèse. On soumet alors les
gels à une pré-électrophorèse de qua-
rante-cinq minutes à température am-
biante, sous un courant de 5 mA par
tube. L'anode se trouve dans la cuve
inférieure.
ELECTROPHORESE
Les tubes restent en place. On dé-
pose à la micropipette les échantil-
lons d'ARN au contact des gels.
L'ARN est en solution dans le tampon
d'électrophorèse, et à une concentra-
tion telle que 150 I-'-g d'ARN au maxi-
mum soient contenus dans 20 à 50 1-'- 1
maximum. Du glycérol est ajouté à la
solution d'ARN dans une proportion
de 20 % pour que la solution forme
un dépôt homogène à la surface du
gel. La coloration de la solution au
bleu de bromophénol permet de suivre
le déroulement de l'électrophorèse qui
dure quatre heures à 4°, avec un cou-
rant de 8 mA par tube.
LECTURE DES GELS
Les gels sont extraits délicatement
des tubes, puis fixés à l'acide acéti-
que M durant dix minutes en tubes à
essais.
Les gels sont ensuite colorés avec
une solution de bleu de méthylène à
0,2 % dans du tampon acétate de Na
à pH 4,7 durant une heure.
La décoloration se fait dans de
l'acide acétique M, par électrophorèse.
L'anode est placée dans la cuve supé-
rieure de l'appareil, et on fait passer
le courant de 10 mA par gel durant
deux heures.
Dosage du tryptophane.
Le tryptophane étant détruit par l'hy-
drolyse nécessaire au dosage des aci-
des aminés de la protéine virale, sa
teneur doit être déterminée indépen-
damment des autres acides aminés. On
utilise la méthode de PORTNER et
HOGL (1952).
SOLUTIONS
- p. DAB dans l'acide sulfurique
2 N, à raison de 30 mg/ml. On en
prépare 25 ml. La conservation du
produit ne dépasse pas quarante-
huit heures.
- solution de nitrite de Na à 1 %
dans l'eau. Avant l'emploi, on dilue le
nitrite de Na dans le rapport de 1 à 25.
- acide sulfurique 23,8 N. Un litrb
de cette solution contient 665 ml d'aci-
de sulfurique à 95 %.
- acide sulfurique 2 N.
- soude 0,1 N.
- tryptophane : 100 mg dans un li-
tre de NaOH 0,1 N.
- essai : on met environ 3 à 5 mg
de protéine en solution dans NaOH
0,1 N, car il faut 1 mg dans 0,3 ml de
NaOH 0,1 N.
Tableau VI PREPARATION DU DOSAGE
Tubes
Solutions
Acide sulfurique 23,8 N
p. DAB .
Acide sulfurique 2 N .
Tryptophane .
1 NaOH 0,1 N .
Blanc 1 Essai 1 Essai 2
1 et l' 2 et 2' 3 et 3' 4 et 4' Blanc 2 (1 mg) (3 mg)
-----
8 ml 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml
1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
- 1 ml 1 ml
- - - - 1 ml - -
0,25 ml 0,5 ml 0,75 ml 1 ml
- protéine 0,3 ml protéine 0,9 ml
0,75 ml O,5ml 0,25 ml - - 0,7 ml 0,1 ml
'DD
'"
DD
1
III ••
...
La figure 6 donne la courbe étalon de
la teneur en tryptophane en fonction
de la 0.0. à cette longueur d'onde.
Dosage des acides' aminés.
HYDROLYSE CHLORHYDRIQUE
Un échantillon de SCMV-Ampefy,
correspondant à environ 0,1 1-'- mole
de protéine est hydrolysé dans 0,5 ml
de HCI 6 N à 108° pendant vingt-
quatre, quarante-huit, soixante-douze et
cent vingt heures, soit 0,3 ml d'échan-
tillon de départ.
DOSAGE QUANTITATIF
Le dosage quantitatif des acides
aminés est effectué sur l'appareil auto-
matique Technicon, par Mm. PETER,
au Laboratoire de Physiologie Végé-
tale de l'Université Louis-Pasteur de
Strasbourg.
O,JI
'II' d. Ir"'.'....
D.iD1.25
'DD
Fig. 6. - Courbe étalon de la teneur
en tryptophane selon la technique de
PORTNER et HOGL (1952).
On met les tubes une heure à l'obs-
curité à température ambiante. On
ajoute alors dans chaque tube 1 ml
de nitrite de sodium.
Au bout de trente minutes, la colo-
ration bleue est à son maximum.
DESCRIPTION DE LA METHODE
On introduit dans un erlenmeyer de
25 ml 8 ml d'acide sulfurique 23,8 N
et 1 ml de p. DAB.
On refroidit alors le mélange à 25°.
On ajoute alors la solution à étudier,
on agite et on met à l'obscurité une
heure à 25°. Il Y a formation d'un
complexe tryptophane-aldéhyde.
On introduit alors 0,1 ml de nitrite
de sodium. On agite. La coloration
bleue apparaît. Au bout de trente mi-
nutes à 25°, la lecture se fait à 619 nm.
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CHAPITRE 1
LE VIRUS
1. - PURIFICATION
DE SCMV-AMPEFY
Quand ce travail a été entrepris,
cinq méthodes de purification de SCMV
avaient été proposées :
- Purification de SCMV-H (PIRONE
et ANZALONE, 1966). Cette méthode a
permis de photographier le virus sur
des préparations infectieuses, mais
très agrégées.
- Purification du MDMV (SHE-
PHERD, 1965: BANCROFT et al., 1966 ;
VON WECHMAR et HAHN, 1967 ; SEH-
GAL, 1968).
L'application de ces méthodes de
purification à la souche étudiée n'a
pas donné de résultats corrects en
raison de :
- la forte agrégation des prépara-
tions purifiées, allant jusqu'à l'insolu-
bilité en cours de travail.
- absence de spectre caractéris-
tique.
- préparation hétérogène au micro-
scope électronique, comportant de
nombreux débris. particules virales
fraamentées et agrégées.
- peu ou pas de pouvoir infectieux.
Une méthode plus adaptée à la sou-
che locale de SCMV a donc dû être
mise au point. Cette technique de puri-
fication a été établie en contrôlant à
chaque étape :
- le pouvoir infectieux, par la re-
cherche du point de dilution maximum.
- le spectre en lumière ultra-vio-
lette.
- l'état d'agrégation, par observa-
tion de la densité optique à 310 nm.
- le rendement final en virions,
fonction de la valeur de la densité op-
tique à 260 nm.
Choix du matériel végétal.
La canne à sucre présente quelques
inconvénients en vue de la purification
du virus :
- c'est une plante à multiplication
végétative, qui peut donc être hôte
d'autres parasites systémiques,
- les feuilles, riches en fibres et
en sclérenchyme, sont très difficiles à
broyer.
C'est pourquoi les diverses techni-
ques de préparation décrites dans la
littérature utilisent comme matériel vé-
gétai de départ le maïs ou le sorgho.
RESULTATS
Le maïs peut être obtenu par se-
mis. Les feuilles sont plus faciles à
broyer que les feuil:es de canne à
sucre. Il pousse plus ou moins rapi-
dement en toute saison en serres à
Tananarive. Mais, le rendement obtenu
à partir Ges variétés très sensibles
Dixie 22 ou INRA 258 a toujours été
faible.
- Le sorgho, variété Tx 412, pré-
sente les mêmes avantages que le
maïs, mais les teneurs en virus n'y
sont pas plus élevées. D'autres varié-
tés de sorghos se nécrosent rapide-
ment sous l'action de l'infection (cf.
chap. III) et sont impropres à la puri-
fication du vi rus.
- La plupart des graminées sau-
vages se multiplient par voie végéta-
tive comme la canne à sucre, et ne
présentent donc pas d'avantages sup-
plémentai res.
Toutefois, malgré les inconvénients
cités plus haut, la canne à sucre ayant
donné les rendements les plus élevés,
nous a paru le meilleur matériel végé-
tai pour purifier la souche SCMV-
Ampefy. Ceci semble confirmé par les
teneurs relatives en antigène viral de
la canne à sucre, du maïs et du sorgho
(cf. chap. IV).
Extraction et tampon de broyage.
Les feuilles de canne à sucre sont
finement découpées en lanières de
1 mm de large dans le sens transver-
sal avant d'être broyées au mortier, ou
d'être mélangées au tampon dans un
broyeur-mixeur Sorvall.
Le broyage doit se faire en présence
d'anti-oxydant. Deux anti-oxydants ont
été utilisés : SO,Na, (PIRONE et AN-
ZALON E, 1966), et le mercaptoéthanol
à 0,1 % (SHEPHERD, 1965).
L'addition de mercaptoéthanol à
0,2 % s'est révélée indispensable pour
obtenir du virus correctement purifié.
Divers tampons ou milieux de broya-
ge ont été essayés :
- tampon citrate 0,5 M, utilisé pour
le MDMV-A (SHEPHERD, 1965; BAN-
CROFT et al., 1966),
- tampon phosphate 0,05 M ou
0,5 M, utilisé pour une souche de
SCMV en Afrique du Sud (VON WECH-
MAR et HAHN, 1967).
- tampon tris-EDTA 0,05 M pH 7,2,
qui a un rôle désagrégeant sur le
virus X de la pomme de terre (REICH-
MANN, 1959).
Le milieu d'extraction au citrate n'a
pas permis d'obtenir de préparation
virale infectieuse. Le tampon phos-
phate permet d'obtenir des prépara-
tions très infectieuses, mais le spectre
final présente un rapport des densités
optiques 260 nm/280 nm de 1,5, ce
qui ne correspond pas au rapport
d'un virus filamenteux : des nucléo-
protéines non virales persistent jus-
qu'en tin de purification. Le tampon
borate permet d'obtenir des prépara-
tions concentrées infectieuses, mais la
forte diffusion de la lumière ne permet
pas d'observer de spectre en lumière
ultra-violette. Le virus est donc pro-
bablement très agrégé. Le tampon tris-
[DTA a donné les meilleures prépa-
rations. L'EDTA doit permettre de dé-
truire la structure des ribos,cmes qui
sédimentent avec les particules virales
et il agit comme agent chélateur. Le
pouvoir tampon du tris-EDTA 0,05 M
est faible et il n'est pas souhaitable
de diminuer la molarité lors du broyage
et de la clarification.
Clarification.
Divers agents de clarification ont
été utilisés:
- précipitation des protéines hôtes
à pH 4,7. Cette technique a été utili-
sée pour purifier la souche SCMV-H
(PIRONE et ANZALONE, 1966). Ce pH
correspond au maximum de précipi-
tation de la protéine virale de SCMV-
Ampefy (cf. chap. Il, III), et le virus
sédimente à ce pH en même temps
que les protéines de l'hôte.
- précipitation des protéines hôtes
à pH 5,3. Le MDMV a été préparé
après clarification à ce pH (SEHGAL.
1968), mais la souche SCMV-Ampefy
s'agrège déjà à ce pH.
- adsorption par le phosphate de
calcium. Cette technique a été utilisée
récemment pour le MDMV-B (LANGEN-
BERG, 1973). Toutefois elle n'a pu
être appliquée intégralement à SCMV-
Ampefy pour des raisons matérielles.
En utilisant un tampon sans détergent,
le triton, on obtient des préparations
très agrégées avec la souche SCMV-
Ampefy.
- clarification par le chloroforme.
Les autres techniques de clarification
de SCMV ou de MDMV utilisent le
chloroforme, soit volume à volume
(SHEPHERD, 1965), soit dans la pro-
portion de 1 à 10 (VON WECHMAR et
HAHN, 1967). Les préparations les
moins agrégées ont été obtenues en
ne dépassant pas une concentration de
1 volume de chloroforme pour 4 vo-
lumes d'extrait.
Centrifugation différentielle et tampon
de suspension.
Les extraits bruts obtenus doivent
être concentrés. En raison du grand
volume d'extrait, le virus est sédimenté
dans un rotor (Spinco Beckman) R 21,
trois heures à 40.000 g.
La nature du tampon dans lequel
les culots sont repris présente une
grande importance pour la conserva-
tion du pouvoir infectieux et pour évi-
ter l'agrégation. Le tampon tris-EDTA
0,005 M pH 7,2 a été choisi en raison
de l'utilisation de la chromatographie
sur colonne d'agarose : la diminution
de la molarité est utilisée pour limiter
les risques d'agrégation du virus et
pour permettre la spectrophotométrie,
l'EDTA absorbant dans l'ultra-violet.
Cet abaissement de la molarité a déjà
été signalé comme très favorable pour
prévenir l'agrégation du virus X de la
pomme de terre (REICH MANN, 1959).
Par contre, le virus s'agrège dans l'eau
distillée.
Chromatographie d'exclusion d'un gel
d'agarose BIO RAD 15 M.
L'exclusion d'une colonne de gel est
considérée comme le traitement le plus
doux pour des virus allongés et peu
stables (VAN REGENMORTEL, BRAN-
DES et BERCKS, 1962). Le virus est
exclu d'une colonne d'agarose BIO
RAD 15 M. Toutes les fractions infec-
tieuses se trouvent dans le premier
pic observé (fig. 6 : pic a). Les frac-
tions de ce pic sont fortement biré-
fringentes. Puis, s'écoulent des frac-
tions présentant un spectre de nucléo-
protéine. (Pic b), enfin des fractions
contenant pigments et protéines nor-
males de la plante (pic cl. Les frac-
tions du premier pic présentent un
spectre de nucléoprotéine, avec un
rapport des D.O. 260 nm/280 nm va-
riant entre 1,16 et 1,21.
a
c
b
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Fig. 6. - Profil d'élution d'extrait de
feuilles de canne à sucre virosée sur
une colonne d'agarose BIO RAD 15 M.
Tampon d'é\ution : Tris-EDTA 0,005 M
pH 7,2.
Les techniques de purification du
MDMV sont basées sur l'utilisation
d'un gradient de saccharose. Après
clarification au chloroforme, un extrait
brut de feuilles de cannes virosées
a été séparé en deux parties ; l'une
a été centrifugée en présence d'un
gradient de saccharose, l'autre a été
exclue d'une colonne de gel d'agarose.
Les résultats montrent que la sépa-
ration sur la colonne d'agarose est
plus nette, le premier pic étant plus
facile à récolter que dans le cas du
gradient de saccharose. La quantité
globale de virus obtenue à la fin du
gradient de saccharose est équivalente
à celle obtenue par la colonne d'aga-
rose. Les spectres d'absorption en
lumière ultra-violette montrent le même
taux d'agrégation dû à l'emploi du
tampon de broyage borate-EDTA, selon
la méthode de purification de BOND
et PIRONE (1971).
Ultracentrifugations différentielles.
La seconde ultracentrifugation per-
met de séparer un culot d'un surna-
geant qui a un spectre de nucléo-
protéine avec un rapport des D.O.
260 nm/280 nm supérieur à 1,30. Le
culot peut être repris dans divers tam-
pons : phosphate 0,05 M pH 7,2; bo-
rate 0,05 M pH 8,6 ou tris-EDTA 0,005 M
pH 7,2.
Après remise en suspension du cu-
lot, on observe un spectre de nucléo-
protéine, avec un rapport des D.O.
260 nm/280 nm de 1,20 quel que soit
le tampon choisi parmi les trois pré-
cédents. Ces suspensions sont toutes
infectieuses.
La deuxième ultracentrifugation est
donc indispensable puisqu'elle permet
de séparer le virus d'une nucléo-
protéine exclue en même temps que
lui de la colonne d'agarose. Elle ne
parait pas augmenter de manière sen-
sible l'agrégation du virus.
Poursuite de la purification.
ULTRACENTRIFUGATION
Un nouveau cycle d'ultracentrifuga-
tion entraîne une forte agrégation du
virus.
GRADIENT DE SACCHAROSE
Une préparation virale purifiée, con-
tenant 7 mg de virus a été soumise
à un gradient de saccharose (trois heu-
res à 25.000 tr/mn). On observe une
seule bande à 3,5 cm du sommet du
tube, correspondant à une densité en
sucre de 21 0/0•
Dans cette bande, on obtient un
spectre aux ultra-violets de nucléo-
protéine présentant une valeur du rap-
port des D.O. 260 nm/280 nm de 1,17.
La comparaison des densités optiques
des préparations virales montre que la
perte en virus est importante : elle
correspond aux trois quarts du maté-
riel de départ.
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ELECTROPHORESE DE ZONE
Après la deuxième ultracentrifuga-
tion, 4,6 mg de virus ont été repris
dans 2 ml de tampon borate de POL-
SON pour être soumis à une électro-
phorèse de zone, selon la technique
décrite par VAN REGENMORTEL
(1964). On obtient une bande de pro-
téine, dont le rapport électrophoréti-
que a été selon les expériences, de
0,17-0,18 et 0,21.
Si l'on étudie la densité optique à
260 nm, on observe deux pics ; l'un
correspond à la zone de diffusion de
la lumière, l'autre est proche du rouge
phénol. Après une dialyse contre le
même tampon pour éliminer le sucre,
on observe un spectre dont le rapport
des D.O. 260 nm/280 nm est de 0,89,
ce qui correspond à une nucléopro-
téine très pauvre en ARN. Par contre,
le second pic présente après dialyse
un spectre de nucléoprotéine riche en
ARN (rapport de 1,55). Aucune fraction
de la colonne d'électrophorèse de zone
n'a montré de pouvoir infectieux.
DISCUSSION
Il nous a paru difficile de poursui-
vre la purification après la deuxième
ultracentrifugation, le virus étant très
fragile. Les trois techniques utilisées
ont entraîné, soit l'agrégation du virus,
soit des pertes importantes qui ne
semblent pas dues à l'élimination d'im-
puretés, soit la destruction de la molé-
cule virale.
De semblables observations ont été
faites par d'autres chercheurs qui ont
observé que l'augmentation du nombre
des ultracentrifugations provoque
l'agrégation du virus (PIRONE et AN-
ZALONE, 1966; GILLASPIE, 1972). Tou-
tes les techniques de purification du
MDMV ou de SCMV ne comportent
que deux ultracentrifugations, dont un
gradient. La technique que nous avons
utilisée permet, en remplaçant un gra-
dient de saccharose par une chromato-
graphie sur colonne de gel d'agarose,
de faire une ultracentrifugation sup-
plémentaire.
Le rapport électrophorétique R<1I, ob-
tenu par électrophorèse de zone est
du même ordre que celui de 0,21
signalé par VON WECHMAR et HAHN
(1967) pour une souche de SCMV
d'Afrique du Sud. Le virus parait se
dissocier en ARN et protéine. L'élec-
trophorèse provoque un échauffement
des préparations atteignant 30°, qui
peut provoquer la dégradation virale.
Application de la méthode à un extrait
de canne saine.
Des extraits préparés à partir de
canne saine permettent également
d'obtenir un pic a après chromato-
graphie d'exclusion sur gel d'agarose
(fig. 7). Les fractions obtenues ne
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Fig. 7. - Profil d'élution d'extraits de
feuilles de canne à sucre, sur une co-
lonne d'agarose BIO RAD 15 M.
- en tiré : extrait de feuilles saines,
- en trait plein : extrait de feuilles
vi rosées de même concentration.
sont pas infectieuses, ce qui élimine
le risque d'infection latente dans les
cannes utilisées. On observe à l'ultra-
violet un spectre de nucléoprotéine
dont le rapport des D.O. 260 nm/
280 nm est de 1,35 à 1,60. Ce pic
(fig. 7) est beaucoup moins important
que le pic des fractions contenant les
particules virales.
Il. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
Au microscope électronique, les pré-
parations purifiées de SCMV-Ampefy
montrent de longs bâtonnets très
flexueux (fig. 9). Cet aspect est carac-
téristique ces virus du groupe poty-
virus (HARRISON et aL, 1971). Les
préparations montrent de nombreux
fragments et quelques filaments parais-
sant agrégés bout à bout.
L'histogramme de distribution des
longueurs a été établi à partir de 600
particules obtenues après un gradient
de saccharose (fig. 10). On observe
une longueur préférenUelle de 750 nm
sur 20 % des particules. 40 % des par-
ticules ont une longueur comprise en-
tre 720 nm et 780 nm. Le diamètre
de la particule est de l'ordre de 14 nm.
Lü tendance actuelle des phytopatho-
logistes est de mettre au point une
méthode de purification unique pour
"ensemble des souches de SCMV et
de MDMV (GILLAPSIE, 1972; TOSIC
et aL, 1974). Ces derniers auteurs, qui
estiment que le trop grand nombre de
méthodes de purification empêche les
études comparatives, oublient que les
souches déjà décrites peuvent avoir
des propriétés biochimiques différentes
qui imposent des techniques particu-
lières de purification. Par exemple, la
méthode de TOSIC et al. (1974), qui
utilise l'acidification des extraits de
plantes pour la clarification, ne con-
vient pas à SCMV-Ampefy. A l'inverse,
SNAZELLE, BANCROFT ~ ULLSTRUP
(1971) considèrent à juste titre que le
SCMV et le MDMV constituent un grand
ensemble de virus allongés, mais com-
posé de nombreuses souches qui né-
cessitent des techniques de purifica-
tion différentes.
l'ordre de 2 à 3 mg par kg de tissus
infectés (HILL, FORD et BENNER,
1973), ou de 8 mg (TOSIC et al, 1974).
La structure du virus reste confuse
sur les photographies. Par des études
de diffraction optique, selon la tech-
nique de KLUG et BERGER (1964),
J. WITZ (Communication personnelle)
a déterminé une longueur du pas de
l'hélice de 3,4 nm.
Le SCMV-Ampefy présente la même
longueur préférentielle de 750 nm que
celle rapportée pour toutes les sou-
ches connues de SCMV (DIJKSTRA et
GRANCINI, 1960; HEROLD et WEIBEL,
1963; PIRONE et ANZALONE, 1966;
VON WECHMAR et HAHN, 1967), ainsi
que pour les souches de MDMV (SHE-
PHERD, 1965 ; BANCROFT et aL, 1966).
La longueur est inférieure à celle de• V. page 80.
Fig. 8. - Absorption en lumière U.V.
d'une suspension obtenue à partir du
cuiot de la deuxième ultracentrifuga-
tion d'un extrait de feuilles de canne
à sucre saine.
••
Conclusion.
Notre méthode de purification, résu-
mée au tableau VII • a permis d'obtenir
une nucléoprotéine infectieuse qui pré-
sente un spectre caractéristique, avec
un rapport des D.O. 260 nm/280 nm de
1,20, ce qui laisse supposer que ce
virus, comme la majorité des virus à
symétrie hélicoïdale connus, tels le
VMT, doit contenir environ 5 % de
ARN et peu d'acides aminés aroma-
tiques,
La méthode utilisée se différencie
des autres méthodes de purification
principalement par :
- l'emploi de tampon tris-DTA : le
rôle chélateur de l'EDTA permet une
purification plus poussée,
- le contrôle du pH qui ne des-
cend jamais en dessous de 6 nous a
permis d'obtenir les préparations les
plus infectieuses.
- les techniques de purification de
SCMV et de MDMV comportent une
ultracentrifugation différentielle et un
gradient de saccharose. Les virus
s'agrègent avec une ultracentrifuga-
tion supplémentaire (GILLASPIE, 1972),
L'emploi de chromatographie sur co-
lonne de gel d'agarose évite l'ultra-
centrifugation contre un gradient de
saccharose. Il est encore possible de
fai re une ultracentrifugation différen-
lielle supplémentaire avant que le virus
ne s'agrège.
Le rendement obtenu, déterminé par
la D.O. à 260 nm (cf. § III) est de l'or-
dre de 10 à 15 mg de virus purifié
par kg de feuilles de canne à sucre.
Ce rendement est relativement élevé
par rapport à celui obtenu lors de la
purification de MDMV-B, qui est de
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Après la deuxième ultracentrifuga-
tion, on observe un petit culot brunâ-
tre qui absorbe dans l'ultra-violet,
mais sans donner de spectre, et avec
une forte diffusion de la lumière. Il
s'agit probablement de protéines agré-
gées. Par spectrophotométrie, on peut
essayer d'estimer quantitativement ces
protéines. Pour obtenir une transmis-
sion de lumière en spectrophotométrie,
on doit reprendre le culot des pro-
téines normales obtenues à partir de
500 g de feuilles dans 3 à 5 ml.
Les préparations virales correspondant
à la même quantité de feuilles sont
r8cueillies dans 4 à 6 ml et doivent
être diluées au 1/20 ou 1/30, soit dans
80 à 180 ml. En prenant le maximum
de dilution obtenue avec les protéines
normales et le minimum de dilution
avec les préparations virales, on ob-
tient un rapport de 1 à 15. Dans le
plus mauvais cas, la spectrophotomé-
trie d'une préparation virale peut être
entachée d'une erreur de 1/15, sans
tenir compte du fait que l'absorption
dans l'ultra-violet des protéines nor-
males est due principalement à la
diffusion de la lumière, c'est-à-dire à
l'agrégation des protéines et non à
leur concentration (fig. 8).
- 17
784 ± 10 nm d'une souche de SCMV
isolée du sorgho par VON WECHMAR
et HAHN (1967). La longueur de 750 nm
est caractéristique du groupe poty-
virus (HARRISON et al., 1971). Le pas
de l'hélice de SCMV-Ampefy est con-
cordant avec les résultats obtenus pour
trois autres virus du groupe potyvirus
par VARMA et al. (1968).
Tableau VII
PURIFICATION DE SCMV-AMPEFY
Feuilles vifosées
C~ntrifugation lOmn à 20000g
Centrifugation 180mn à40000g
Remis en suspension une nuit
dans tampon Tris EDTA 0,005M
Centrifugation 10mn à 5000g
Chromatographie sur gel
d'agarose BIORAD 15 M
Emul sion· avec Iv pour 5 de
chloroforme
Centrifugation 20mn à 3000g
Centrifugation 20mn à 5000g
Broyage en présençe de 2 ml
par g. de tampon Tris EDTA
0,05 M pH7; Mercaptoéthanol
0,2%
FiJtrationsur étamine
Remis en suspention dans tam-
por. àraison de O,Olv du volu-
me initial
Centrifugation 10mn à 5000g
Centrifugation 50mn àl00000g
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Fig. 9. - Aspect au microscope électronique d'une prépa-
ration purifiée de SCMV-Ampefy, Grandissement : 60.000.
Fig. 10. - Histogramme de longueur des particules de
SCMV-Ampefy, établi à partir d'une préparation purifiée.
III. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
DU VIRUS PURIFIE
Ultracentrifugation analytique.
L'analyse des profils de sédimenta-
tion permet de vérifier la pureté et le
degré d'homogénéité d'un virus. Sur
la figure 11, on observe un seul pic
de sédimentation qui correspond à un
Sw 20 de 151 dans un tampon borate
0,01 M pH 8,6. Celle valeur est pro-
che de celle donnée pour la souche
américaine de SCMV-A, qui est de
155 S (BANCROFT et al., 1966), ainsi
que de celle du MDMV déterminée par
SEHGAL (1968), qui est de 148 S. Par
contre, elle est inférieure à d'autres
déterminations du MDMV, comme celle
de SHEPHERD (1965) ou de LANG EN-
BERG (1973) où le S est de 167 ± 6.
Spectrophotométrle et teneurs du virus
en ARN, N et p.
LE SPECTRE
Le virus purifié a un spectre carac-
téristique de nucléoprotéine (fig. 12).
Il présente un large maximum entre
260 nm et 265 nm, et un minimum à
247 nm. Le rapport des densités opti-
ques à 260 nm et 280 nm, soit 0.0.
260/0.0. 280 est ce 1,20 ± 0,02. Le
rapport maximum/minimum, soit 0.0.
260/0.0. 247 est de 1,15 ± 0,02.
En faisant le spectre entre 300 nm
et 280 nm au demi nm près, on ob-
serve un épaulement à 290 nm, épau-
lement dû à la présence de tyrosine
et de tryptophane dans la protéine,
comme c'est le cas pour le MDMV
(GORDON et GINGERY, 1973; LAN-
GENBERG, 1973; HILL, FORD et BEN-
NER, 1973).
Le virus diffuse fortement la lumière
à 320 nm.
COEFFICIENT D'EXTINCTION A ~60 NM
Méthodes.
La détermination du coefficient d'ex-
tinction a été faite par pesée du virus
à poids constant. Après une sédimen-
tation de cinquante minutes à 105.000 g,
le virus est remis en suspension dans
de l'eau bidistillée de façon à obtenir
une suspension évaluée, d'après esti-
mation spectrophotométrique, à 2 %.
Dix à vingt mg environ de virus sont
répartis dans des boîtes à tare. Ils sont
séchés à l'étuve à 800 et pesés à poids
ccnstant sur une balance Mellier au
dixième de mg près.
Résultats.
Le tableau VIII donne les résultats
de six pesées de virus. Le coefficient
d'extinction de la nucléoprotéine, c'est-
à-dire la 0.0. d'une suspension d'un
mg de virus par ml dans une cuve de
1 cm de large est C = 2,5 ± 0,2.
C'est-à-dire, une 0.0. de 1 correspond
à 0,4 ± 0,04 mg de virus.
TENEUR EN ACIDE NUCLEIQUE
La nature et la teneur en acide nu-
cléique ont été déterminées en utili-
sant ta méthode de CERIOTTI (1955).
L'acide nucléique que contient SC
MV-Ampefy est de l'acide ribonucléi-
que (ARN), caractérisé par la colo-
ration bleue à l'orcinol.
Le tableau IX donne la teneur en
ARN de deux échantillons de virus.
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Fig. 11. - Diagramme de sédimentation analytique d'une suspension de SCMV-
Ampefy, en tampon phosphate 0, 01 M, pH 7,2.
Photos prises toutes les quatre minutes de centrifugation à 25.980 tours/minute,
température 21,4°.
Fig. 12. - Spectre d'absorption e~
lumière U.V. de SCMV-Ampefy.
Tableau VIII
POIDS SEC DE SUSPENSION PURIFIEE DE VIRUS DE DO CONNUE
DO à 260 nm
(dilu:ion 1/20)
1,02
1,06
0,99
0,91
0,68
0.95
Volume utilisé
(en ml)
1
1
2,7
2,5
1,7
2
Poids sec du virus
(en mg)
8,8
9,5
22,3
15,82
9,46
14,05
Coe;ficient d'extinction
2,32
2,22
2,39
2,88
2,44
2,70
Tableau IX
TENEUR EN ACIDE NUCLEIQUE DE DEUX ECHANTILLONS DE SCMV-AMPEFY
Concentration de virus Concentration
1
Concentration % d'ARNDO à 260 nm DO à 657 nm de ribose de l'ARN(en mg/ml) (en mg/m_I_)__ 1 (en mg/ml) dans le virus
0,5 x 4 = 20 0,80 0,085 0,013 0,0489 6,1
0,5 x 8 = 40 1,60 0,155 0,0235 0,0883 5,5
TENEUR EN PHOSPHORE
Les teneurs en phosphore de SCMV-
Ampefy peuvent être estimées selon la
technique de HORECKER, MA et HAAS
(1940).
Vingt analyses de P en fonction de
la densité optique de la suspension
virale permettent d'établir la droite de
régression entre la 0.0. et la teneur
en phosphore (fig. 13). Avec une cor-
rélation de 0,95, une D.O. de 0,735
correspond à 1,59 IJ.g/ml de phosphore,
soit 2,16 IJ.g/ml de P pour une D.O.
de 1, soit encore 400 IJ.Q de virus.
Ces valeurs sont analogues à celles
obtenues par HILL, FORD et BENNER
(1973). A raison de 10 % de P dans
l'ARN, on détermine ainsi une teneur
en ARN de 5,4 % dans le virus.
.
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Fig. 13. - Relation entre la teneur en
P par ml et la D.O. d'une suspension
de SCMV-Ampefy.
TENEUR EN AZOTE
Quatorze analyses d'azote en fonc-
tion de la D.O. de la suspension virale
permettent d'établir la droite de régres-
sion entre la D.O. et la teneur en azote
(fig. 14). Avec une corrélation de 0,91,
une D.O. de 1,81 correspond à 120,1 IJ.g
de N, soit 66,35 IJ.g d'azote pour une
D.O. de 1, qui correspond à 400 \.tg
de virus.
Ceci correspond à une teneur de
16 % d'azote dans le virus, valeur tout
à fait classique pour une nucléo-
protéine.
20 -
Fig. 15. - Variation de la D.O. à 460 nm d'une suspension de SCMV-Ampefy,
en fonction du pH.
RESULTATS
Le virus s'agrège vers les pH acides.
On observe une précipitation à l'œil
au pH 5,5, puis la suspension s'épais-
sit. La D.O. augmente jusqu'au pH 4,5,
puis diminue (fig. 15). Le point de pré-
cipitation de SCMV-Ampefy se trouve
donc à un pH voisin de 4,5.
pH'0
d'eau ajoutée. Des gouttes de HCI ou
de NaOH 0,01 N sont ajoutées à la
pipette Pasteur dans la préparation.
Les pH sont lus au dixième près au
pH-mètre Tacussel avec une électrode
double concentrique pouvant plonger
dans un tube. L'agrégation du virus est
appréciée par turbidimétrie à la lon-
gueur d'ondes de 460 nm au spectro-
photomètre Jobin Yvon, Stand MV.
pension obtenue est caractéristique de
celui du virus. Le pouvoir infectieux
est conservé. Des extraits virosés dans
le tampon borate 0,01 M pH 8,6 sont
encore infectieux à une dilution de
0,5 ~g/ml. Cette limite de dilution est
du même ordre que celle des prépa-
rations virales en suspension dans un
tampon phosphate 0,05 M pH 7 (ta-
bleau X).
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teneur en ARN de SCMV-Ampefy est
donc voisine de 5 %.
Point de précipitation de SCMV-Ampefy
METHODES
L'action du pH sur SCMV-Ampefy a
été étudiée par une technique voisine
de celles utilisées par OSTER (1951).
TREMA/NE (1970) ou WURTZ (1969).
Le virus ne peut être dialysé longue-
ment contre de l'eau distillée, car il
s'agrège. Après la deuxième ultra-
centrifugation au cours de la purifi-
cation du virus, le culot (8 à 10 mg
de virus) est repris dans 5 ml d'eau
distillée. Il est possible qu'il reste des
traces de sels, mais elles sont cer-
tainement faibles en raison du volume
Vers les pH basiques, la D.O. se
maintient jusqu'à pH 9, puis diminue
légèrement entre les pH 9,5 et 10.
A pH 4,5, le virus peut être sédi-
menté en tube conique par centrifu-
gation à basse vitesse (dix minutes à
6.000 g). Le culot est facilement remis
en suspension dans du tampon borate
0,01 M pH 8,6. Le spectre de la sus-
Fig. 14. - Relation entre la teneur en
N et la D. O. d'une suspension de
SCMV-Ampefy.
CONCLUSiONS
Les extraits purifiés de suspension
virale permettent d'obtenir des prépa-
rations homogènes à l'ultracentrifuga-
tion analytique et donnent un spectre
reproductible de nucléoprotéine.
Le rapport des D.O. 260 nm/280 nm
de 1,20 ± 0,02 du spectre de SCMV-
Ampefy est en accord avec les va-
leurs trouvées pour le MDMV par SEH-
GAL et JEAN (1970), JONES et TOLIN
(1972) et LANGENBERG (1973), soit
1,18. Par contre, il est nettement infé-
rieur à celui de 1,27 ± 0,02 signalé
par GORDON et GINGERY (1973).
Quelques préparations virales obtenues
après exclusion de la colonne d'aga-
rose peuvent donner un rapport des
D.O. 260 nm/280 nm de 1,3, mais ce
rapport baisse à 1,2 ± 0,02 après une
ultracentrifugation complémentaire qui
élimine les nucléoprotéines normales
de la plante. De plus, ces préparations
avec un rapport de 1,3 n'ont pas de
pouvoir infectieux à une dilution supé-
rieure à celle des autres préparations.
En fin de purification, le rapport des
D.O. 260 nm/280 nm de la souche
SCMV-Ampefy n'a jamais dépassé 1,23.
Le coefficient d'extinction de 2,5 ±
0,2 pour 1 mg/ml/cm est une valeur
classique de ce type de virus. Pour le
Tobacco Etch Virus (TEV), qui est un
bâtonnet flexueux de 750 nm de long,
avec un spectre analogue à celui de
SCMV-Ampefy, ce coefficient est de
2,4 pour 1 mg/ml/cm.
Les diverses analyses de la teneur
en ARN, en N et en P donnent des
résultats qui concordent avec ceux
obtenus par pesées. Le rapport D.O.
260 nm/280 nm est identique à celui
du VMT, dont la teneur en acide nu-
cléique a été déterminée avec préci-
sion à 5 %, (TAKAHASHI, 1951). La
~o 100 150 zOG
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Tableau X
POUVOIR INFECTIEUX DE SCMV-AMPEFY, EN FONCTION DE LA DILUTION
DANS DEUX TAMPONS DIFFERENTS, A pH 7,2 ET pH 8,6
(exprimé en nombre de maïs vi rosés par rapport au nombre de maïs inoculés)
Quantité de virus
(en y/ml)
Tampon phosphate
(0,01 M pH 7,2)
Tampon borate aprés précipi:ation acide
(D,Dl M pH 8,6)
100
10
1
0,5
0,1
16/18
16/19
7/20
7/20
0/20
8/10
7/10
2/9
0/10
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3DD
ont été préparés par la méthode au
phénol de GIERER et SCHRAMM (1956),
- ARN ribosomal d'Escherichia coli
(25 S et 16 S) préparés à partir de
cultures d'E. coli par la méthode de
LOENIG (1969).
RESULTATS
La technique de GIERER et
SCHRAMM (1956) permet de préparer
un ARN dont les propriétés sont les
suivantes:
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Fig. 17. - Détermination du poids moléculaire de l'ARN
de SCMV-Ampefy, d'après sa migration électrophorétique,
comparée à celles de l'ARN de VMT, AMV et E. coli,
Fig. 16. - Spectre de l'ARN de SCMV-Ampefy.
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- ARN de VMT,
- ARN, composant lourd (25 S) de
l'Afalfa Mosaic Virus. Ces deux ARN
La masse moléculaire de l'ARN de
SCMV-Ampefy a été déterminée par
comparaison de sa migration électro-
phorétique sur gel de polyacrylique à
2,4 Dfo avec celle de divers ARN de
masses moléculaires connues, selon la
technique de LOENIG (1969). Les ARN
marqueurs, fournis par L. PINCK, sont
les suivants :
La précipitation acide d'une suspen-
sion virale dans l'eau distillée peut
permettre une étape supplémentaire
de purification. Une suspension virale
dont le spectre indique un rapport des
0.0. 260 nm/280 nm de 1,16 est dia-
lysée deux heures contre de l'eau
distillée. Le pH est ajusté à 4,5. Le
virus est alors sédimenté par une
centrifugation de cinq minutes à
8.000 g en tubes coniques. Le culot
est repris dans du tampon borate
0,01 M pH 8,6. Le spectre de la sus-
pension indique un rapport des 0.0.
260 nm/280 nm de 1,22, ce qui cor-
respond aux meilleures préparations
de virus obtenues. Le surnageant pré-
sente un spectre de nucléoprotéine
avec un rapport des 0.0. 260 nml
280 nm de 1,12. La précipitation acide
peut donc être valablement utilisée
dans le cas où la purification n'a pas
donné une suspension virale avec un
bon rapport des 0.0. 260 nm/280 nm.
Le rendement obtenu avec cette étape
supplémentaire de précipitation acide
reste satisfaisant (1 kg de feuilles a
donné en fin de purification, y compris
la précipitation acide, 12 mg de virus).
CONCLUSIONS
Peu d'observations ont été faites sur
l'influence du pH sur les souches
SCMV-A, SCMV-H et MDMV. PIRONE
et ANZALONE (1966) ont purifié le
SCMV-H après clarification de l'extrait
vi rosé par acidification à pH 4,7, mais
en milieu alcalin (S03 Na, 0,01 M), ce
procédé de clarification a donné les
meilleurs résultats du point de vue
pouvoir infectieux pour cette souche.
Par contre, cette technique n'a pas
permis de purification convenable de
la souche des hauts plateaux malga-
ches; ceci s'explique par le fait que
le pH 4,5 entraîne l'agrégation de la
souche SCMV-Ampefy, qui sédimente
alors à basse vitesse. La souche SCMV-
Ampefy n'a probablement pas les mê-
mes propriétés de surface que les
autres souches citées. Ces résultats
confirment les points de vue précé-
demment exposés en ce qui concerne
la nécessité de mettre au point une
technique de préparation spécifique.
IV. DISSOCIATION DU VIRUS EN SES
CONSTITUANTS
Propriétés de l'ARN.
METHODES
Deux techniques ont été utilisées
pour obtenir de l'ARN de SCMV-
Ampefy : la méthode au phénol, dé-
crite par GIERER et SCHRAMM (1956)
et la méthode au chlorhydrate de gua-
nidine utilisée pour le virus X de la
pomme de terre par REICHMANN et
STACE-SMITH (1959). La technique de
préparation de l'ARN de MDMV, uti-
lisée par PRING et LANGENBERG
(1973) n'a pu être utilisée pour des
raisons matérielles.
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Tableau XI
POIDS MOLECULAIRE ET MIGRATION ELECTROPHORETIQUE DE L'ARN DE SCMV-AMPEFY ET D'ARN DE REFERENCE
ARN P. M. x Hl" Références Migration électrophoréliQue(en cm)
SCMV-Ampefy .
VMT .
AMV (25 S) ..
E. coli (23 S) ..
E. coli (16 S) ..
2,1
1,32
1,08
0,56
Boedker, 1960
Pinck, 1972
Loenig, 1969
Loenig, 1969
0,58
0,96
1,44
1,44
2,1
..
la dernière précipitation, la prépara-
tion est dialysée pour éliminer les
dernières traces de sulfate d'ammo-
nium.
RESULTATS
Le chlorhydrate de guanidine sépare
l'ARN d'une protéine (fig. 18). La D.O.
à 300 nm montre que cette protéine
est assez fortement agrégée.
D Dlla!
Spectre de la protéine de
SCMV-Ampefy.
Fig. 18.
L'action de l'urée dans un tampon
à faible molarité et à pH 8,6 est mon-
trée par la figure 19. L'urée dégrade
le virus à partir d'une molarité de 2 M.
A 1,5 M et M, de nombreuses parti-
cules virales ne sont pas encore dé-
gradées après vingt-quatre heures, tan-
dis qu'à une concentration en urée
de 2 M. le virus est entièrement dé-
gradé au bout de deux heures, c'est-
à-dire qu'à ce moment il n'est plus
possible d'observer de particules vira-
les au microscope électronique. A par-
tir de 3 M, le virus se dégrade rapi-
dement, l'action étant la plus rapide
à une molarité de l'urée de 6 à 8 M.
A pH 7,2, l'action de l'urée est plus
lente. Aux faibles molarités de tam-
pon, la protéine s'agrège, et sa remise
en suspension est impossible. Avec
un tampon borate 0,2 M ou de fortes
molarités de tampon phosphate, la
protéine est soluble. La D.O. à 300 nm
montre toutefois qu'elle est agrégée.
phénol ont été réalisées avec des con-
centrations faibles en ARN de SCMV-
Ampefy (10, 30 et 100 p,g).
La masse moléculaire de 3,1 x 10'
daltons, obtenue avec l'ARN de SCMV-
Ampefy est nettement supérieure à
celle de 2 X 10' daltons signalée pour
le MDMV-B par PRING et LANGEN-
BERG (1972), qui semble faible. Le
coefficient de sédimentation de 34 S
est, par contre, du même ordre que
celui de MDMV-B (35 S). Il est donc
possible que les essais de pouvoir
infectieux aient été réalisés avec des
doses trop faibles en ARN, ou avec
des hôtes qui ne convenaient pas, et
que la méthode de préparation de
l'ARN au phénol ou au chlorhydrate
de guanidine ne soit pas à éliminer.
Préparation de la protéine.
Diverses méthodes de préparation de
la protéine ont été utilisées. La mé-
thode à l'acide acétique, utilisée pour
le VMT, ne permet pas d'obtenir de
protéine non agrégée. Il en est de
même pour les préparations obtenues
avec NaCI 2 N. Les meilleurs résultats
ont été obtenus avec l'urée et le chlor-
hydrate de guanidine.
METHODES
La préparation de la protéine par
action du chlorhydrate de guanidine
se fait de la même manière que la
préparation de l'ARN.
L'action de l'urée est fonction du
pH et de la force ionique. Elle a été
étudiée à pH 7,2 et à pH 8,6 en tam-
pon phosphate 0,01 M, 0,1 M et 0,566 M,
ainsi qu'en tampon borate 0,02 M,
0,1 M et 0,2 M à la température du
laboratoire (25°).
La dégradation du virus peut être
suivie par la mesure de la diffusion
de la lumière de la suspension virale
à 320 nm. 3 à 5 mg de virus dans
0,5 ml de tampon sont dilués par ad-
dition de 1,5 ml d'une solution d'urée
à concentration convenable pour ob-
tenir la molarité finale désirée. Après
action de l'agent de séparation, la
protéine est purifiée par trois préci-
pitations au sulfate d'ammonium à
50 %, et remise en suspension dans
du tampon borate 0,2 M pH 8,6. Après
- le spectre (fig. 16) est caracté-
ristique d'un acide nucléique : il a un
maximum d'absorption à 258 nm, un
minimum à 232 nm et les rapports des
D.O. 258 nm/280 nm = 2,3 et 258 nm/
232 nm = 2,4,
- il n'y a pas de pouvoir patho-
gène après l'inoculation à des variétés
de maïs Planta, à des concentrations
de 100, 30 et 10 p,g/ml, soit à des
concentrations 100 à 1.000 fois plus
élevées que les concentrations infec-
tieuses en virus,
- l'examen de l'ARN à 40 p,g/ml,
en présence de tampon phosphate
0,1 M pH 7 dans l'ultracentrifugeuse
analytique par absorption dans l'ultra-
violet, indique que la préparation con-
tient un composé 34 S,
- l'analyse de l'ARN sur gel de
polyacrylamide (fig. 17) montre que les
préparations contiennent un seul com-
posé de poids moléculaire élevé :
3,1 X 10' daltons (tableau XI).
La méthode de préparation au chlor-
hydrate de guanidine permet d'obtenir
un acide nucléique à spectre carac-
téristique, mais qui n'est pas infec-
tieux en présence de bentonite ou de
malacoïd, aux doses de 120, 32 et
12 p,g/ml.
CONCLUSIONS
Divers essais de préparation d'ARN
par la méthode au phénol n'ont pas
donné d'acide nucléique infectieux
(SEHGAL, 1968; PRING et LANGEN-
BERG, 1972). Ces derniers auteurs pen-
sent que cela est dû à un temps de
préparation relativement important.
PRING et LANGENBERG (1972) ont
préparé un ARN infectieux de MDMV-B
selon une méthode décrite par BRAK-
KE et VAN PELT (1970) pour un autre
virus en bâtonnets flexueux, le Wheat
Streak Mosaic Virus. Cette méthode
n'a pu être appliquée à SCMV-Ampefy
pour des raisons matérielles. Dans leur
expérience, PRING et LANGENBERG
ont obtenu un ARN infectieux avec Un
nombre de plantes infectées de 2/7
à partir de 100 p,g d'ARN, de 4/9 avec
45 p,g d'ARN et 2/9 avec 4 p,g d'une
autre préparation d'ARN. Le pouvoir
infectieux de cet acide nucléique est
donc faible, et nos essais de pouvoir
infectieux avec les préparations au
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Fig. 19. - Cinétique de la dégradation de SCMV-Ampefy, en fonction de la
molarité de l'urée, à pH 8,6 en tampon borate 0, 01 M à une température de 25°.
Tableau XII
COORDONNEES DU POINT MOYEN ET DES PENTES DES DROITES CALCULEES
POUR LES DIFFERENTES PROTEINES ETALONS
No de Coordonnées Pente Poids
référence Protéine étalon du point moyen Pente déterminée moléculaire Référencespar BALZ
1 11 Chymotrypsinogène 184,6 2,17 2,10 25.700 WEBER et OSBORN (1969)
8,3
2 Anhydrase carbonique 178,7 2,4 2,35 29.000 WEBER et OSBORN (1969)
9,2
------
3 Pepsine 177,3 3,23 3,35 35.000 HEDRICK et SMITH (1968)
8,1
4 Ovalbumine 167,9 4,8 4,9 47.000 WEBER et OSBORN (1969)
8,1
Détermination du poids moléculaire de
la protéine.
Le poids moléculaire de la protéine
de SCMV-Ampefy a été déterminé se-
lon la méthode de HEDRICK et SMITH
(1968), en présence de dodécylsulfate
de sodium (VAN REGENMORTEL, HEN-
DRY et BALTZ, 1972).
COURBES ETALONS
Trois à cinq mesures ont été réa-
lisées par échantillon.
Les résultats obtenus avec les dif-
férentes protéines étalons sont don-
nés au tableau XII, et comparés aux
résultats obtenus par BALTZ (1972).
Le graphe de la figure 20 montre
l'ensemble des droites obtenues pour
les protéines étalons et celle de
SCMV-Ampefy.
Le graphe de la figure 21 donne la
courbe étalon obtenue en portant en
ordonnée la pente des droites des
protéines étalons et en abcisse la mas-
se moléculaire des protéines.
POIDS MOLECULAIRE DE LA PROTEINE
DE SCMV-AMPEFY
Expérience préliminaire.
Une première expérience pour la re-
cherche du poids moléculaire de la
protéine de SCMV-Ampefy en gel de
polyacrylamide à 10 % a montré qu'une
préparation virale conservée plusieurs
mois à 4° présentait trois bandes dif-
férentes, correspondant aux poids mo-
léculaires de 36.000, 31.000 et 25.000,
la première bande étant beaucoup plus
importante que les deux autres (fig. 22
et fig. 23).
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Fig. 20
Variation de la mobilité électrophorétique de différentes
protéines, en fonction de la concentration en gel de poly-
acrylamide :
1 : a. chymotrypsinogène ;
4 : ovalbumine;
V, : SCMV-Ampefy, bande 1 ;
V, et V, : SCMV-Ampefy, bandes et et 3.
Fig. 21. - Migration électrophorétique en gel de polyacry-
lamide (méthode de HEDRICK et SMITH, 1968) : courbe
étalon de la pente en fonction du poids moléculaire des
protéines.
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Fig. 22. - Analyse sur gel de polyacrylamide (10 %) de la protéine de SCMV-Ampefy
a - Marqueurs: Bar/ey Stripe Virus, Virus de la Mosaïque Jaune du Navet, VMT.
b - SCMV-Ampefy et marqueurs.
c - SCMV-Ampefy à 6 y.
d - SCMV-Ampefy à 30 y.
e - SCMV-Ampefy à 90 y.
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MIGRATION ILECTlOPHORlTlOUE EN c",
Fig. 23. - Détermination du poids
moléculaire de la sous-unité protéique
de SCMV-Ampefy par comparaison à
des protéines de poids moléculaires
~onnus, dans le seul gel de poly-
acrylamide à 10%.
Clectrophorése de solution virale frai-
'hement préparée.
Le poids moléculaire de la protéine
Je SCMV-Ampefy a été déterminé sur
plusieurs préparations de virus fraî-
chement obtenues, le broyage et la
clarification étant réalisés le plus rapi-
dement possible (3 heures). Ces pré-
parations virales présentaient un spec-
tre caractéristique, et un pouvoir infec-
tieux élevé.
Deux bandes, parfois trois, sont ob-
servées :
- la bande supérieure (VI), la plus
importante, permet de calculer une
droite de pente 3,1. Cette droite ne
coupe pas les droites étalons au point
1,5. Par contre, elle coupe la droite
de régression correspondant à l'oval-
bumine pour une concentration en gel
de 7 %. Elle correspond à une pro-
téine de poids moléculaire de 34.000.
- la bande inférieure (V,), beaucoup
moins importante, permet de calculer
une droite de régression de pente 2,3,
qui passe par le point d'intersection
des droites de protéines étalons. Elle
correspond à une protéine de poids
moléculaire de 27.000.
- une bande intermédiaire occa-
sionnelle (V,) peut être observée sur
certaines préparations. Elle correspond
à une droite de pente 3,2 qui coupe
les droites étalons. Elle est parallèle
à la première droite V,.
Un virus fraîchement préparé a été
soumis à une électrophorèse de zone,
selon la technique de VAN REGEN-
MORTEL (1964). technique qui permet
de séparer des protéines très voisines,
çomml;! del)x SOl)ches virales. Le virus
purifié ainsi donne néanmoins une
préparation de protéine présentant tou-
jours en gel, les deux bandes V, et
V, de pente 3,1 et 2,3.
Electrophorése de préparations virales
dégradées.
Une préparation virale a été réalisée
avec un broyat de feuilles ayant at-
tendu une nuit à 4°; une autre pré-
paration a été faite lentement, une jour-
née s'écoulant entre le broyage et la
fin de la clarification. Les préparations
purifiées obtenues étaient fortement
agrégées et ne permettaient pas d'ob-
server le spectre caractéristique du
virus. Il n'y avait aucun pouvoir infec-
tieux.
Après électrophorèse en gel de poly-
acrylamide de ces préparations, on
observe deux bandes, l'une très impor-
tante qui permet de calculer une droite
de régression de pente 2,2, ce qui
correspond à un poids moléculaire de
27.000, l'autre bande étant très fine et
elle correspond à une droite de pente
3,3, ce qui correspond à une protéine
de poids moléculaire de 34.000.
Electrophorèse de préparation de pro-
téine virale.
La protéine virale a été préparée par
la méthode au chlorhydrate de guani-
dine, décrite par REICHMANN et STA-
CE-SMITH (1959). A partir d'une pré-
paration virale infectieuse avec un.
spectre caractéristique de nucléo-
protéine, on obtient une protéine for-
tement agrégée.
Après électrophorèse, on n'observe
qu'une seule bande. La droite de ré-
gression coupe la droite de régression
de l'ovalbumine pour une concentra-
tion en gel de 7 %. Elle correspond
à la bande V, du virus, de poids molé-
culaire de 34.000.
De la protéine virale a été préparée
après carboxymétylation selon la mé-
thode de HARRIS et HINDLEY (1961),
afin d'éviter la formation de ponts di-
sulfure lors de la dénaturation de la
protéine. Obtenue à partir de virus
infectieux non agrégé, la protéine pré-
sente deux bandes comme le virus
d'origine, de poids moléculaire de
34.000 et 37.000, la première protéine
étant la plus importante.
Electrophorése de protéines normales
de canne à sucre.
Un extrait de canne à sucre saine
est traité comme un extrait virosé. Un
très faible culot vert est repris après
la deuxième ultracentrifugation (le to-
tal d'un culot représentant un extrait
de 500 g de feuilles de canne à sucre),
et remis en suspension dans 1 ml de
tampon phosphate 0,01 M pH 7,1. Il
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donne de fins agrégats qui absorbent
dans l'ultra-violet sans donner de spec-
tre en raison de la forte diffusion de
la lumière.
La suspension est traitée comme une
protéine pour subir une électrophorèse
en gel de polyacrylamide. Une quan-
tité maximum de 0,2 ml de protéine
est déposée à la surface du gel. Cela
correspond à une concentration au
moins vingt fois supérieure à celle des
protéines virales utilisées.
On obtient une bande qui corres-
pond à la droite de pente 2,3, obtenue
avec la préparation virale, soit un poids
moléculaire de 27.000.
Les surnageants de la deuxième ul-
tracentrifugation reccncentrés par le
sulfate d'ammonium à 40 % donnent
plusieurs bandes très discrètes qui ne
correspondent pas aux bandes étu-
diées.
Action d'enzymes sur le virus purifié.
KOENIG et al. (1970) ont montré que
le virus X de la pomme de terre se
dégradait sous l'action d'enzymes, et
l'analyse électrophorétique montrait la
présence de deux sous-unités de pro-
téine de poids moléculaires de 24.000
et 29.900.
L'a chymotrypsine Choay 25 cristal-
lisée lyophilisée (250 CHB) et la tryp-
sine Choay à 1.250 unités Pharmacopée
française, ont été utilisées. Une pré-
paration purifiée de virus dans le tam-
pon phosphate 0,01 M pH 7,1 physio-
logique, a été incubée pendant deux
et 20 heures à 29°, à raison de 1 mg
de virus pour 2 unités CHB d'a chymo-
trypsine ou avec 40 unités Pharma-
copée française de trypsine. La sous-
unité protéinique est fortement dégra-
dée sous l'action des deux enzymes
au bout de deux heures. Les deux
premières bandes disparaissent. La
troisième bande est fortement réduite.
On observe, par contre, une large zone
diffuse qui correspond à des poids
moléculaires de 12.000 à 17.000. Après
vingt heures, on n'observe plus la
troisième bande.
Action de la température sur la sous-
unité protéinique.
Une suspension virale purifiée à
7 mg/ml est plongée dans un bain
thermostaté à 29°. Une goutte de chlo-
roforme permet d'éviter tout dévelop-
pement bactérien. Les échantillons pré-
levés sont immédiatement préparés
pour l'électrophorèse sur gel de poly-
acrylamide.
Après 2 h 30 de traitement à 2go,
on observe les mêmes bandes que sur
le témoin conservé à 4°. La bande
de poids moléculaire 27.000 paraît tou-
tefois plus importante (fig. 24).
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Fig. 24
Analyses en gel de polyacrylamide de SCMV-Ampefy conservé
à 29°, en fonction du temps :
a : temps 0 ;
b: 2 heures à 29° ;
c : 16 heures à 29" ;
d : 48 heures à 29°.
Aprés vingt heures, la bande supé-
rieure, de poids moléculaire de 34.000
parait dédoublée, la bande intermé-
diaire est toujours présente, et la bande
inférieure, de poids moléculaire 27.000
est fortement renforcée.
Après quarante heures, on n'observe
plus qu'une seule bande très large,
la bande inférieure de poids molécu-
laire 27.000.
Discussion.
Une préparation virale peut donner
trois bandes de protéines en électro-
phorèse sur gel de polyacrylamide.
Deux bandes sont parallèles, ce qui
peut correspondre à des protéines de
même poids moléculaire (34.000) mais
de charge différente (HEDRICK et
SMITH, 1968). Ces bandes correspon-
dent à des préparations infectieuses,
qui donnent un spectre caractéristique
de virus.
La troisième bande peut correspon-
dre à des préparations virales dégra-
dées, non infectieuses, ou à des pro-
téines normales. Pour obtenir une
bande visible avec des protéines nor-
males, il faut utiliser une concentration
au moins vingt fois plus forte en m2té-
riel végétal sain qu'à partir du matériel
virosé. Par contre, le virus purifié se
dégrade à 29°. Après quarante heures
d'incubation, on n'observe plus que
la bande de poids moléculaire de
27.000, alors qu'au temps 0 la bande
de poids moléculaire 34.000 est la plus
importante. Au bout de seize heures,
on observe un stade intermédiaire. Par
contre, une préparation virale, conser-
vée deux ans à 4°, présente une impor-
tante bande de poids moléculaire
34.0CO et une légère bande de poids
moléculaire 27.000. Il semble donc
bien que la bande de poids molécu-
laire 27.000 soit due à une dégradation
de la protéine virale, fonction de la
température. Cette dégradation est dif-
ficile à éviter en raison des conditions
matérielles de manipulation, la centri-
fugeuse n'étant pas réf,iaérée, et la
température du laboratoire variant de
23° à 26°.
La valeur du poids moléculaire de
la sous-unité protéinique de SCMV-
Ampefy est donc de 34.000. Cette va-
leur est proche de celle de 36.500
déterminée pour le MDMV-B par élec-
trophorèse sur gel de polyacrylamide
à 10"10 (HILL, FORD e'( BENNER, 1972).
Il faut noter qu'avec la seule déter-
mination ce l'électrophorèse sur un
gel à 10"10 de polyacrylamide, on
ootent la même valeur de 36.500 pour
SCMV-Ampefy. Par contre, ces mêmes
auteurs ont obtenu un poids molécu-
laire de la protéine de MDMV-B de
28.000 par analyse des acides aminés.
Composition en acides aminés.
Quatre hydrolyses de vingt-quatre,
quarante-huit, soixante-douze et cent
vingt heures de protéine fraîchement
préparée ont été faites, et la compo-
sition en acides aminés a été déter-
minée à l'amino-acide analyseur de
l'Institut de Botanique de Strasbourg
par Mm. PETER.
Le tryptophane étant détruit par l'hy-
drolyse, a été déterminé par la mé-
thode de PORTNER et HOGL (1952).
Les résultats d'analyse de tryptophane
à partir de deux prélèvements de pro-
téines obtenues par l'action de l'urée
8 M sont donnés au tableau XIII. On
obtient une moyenne de 1,2 % en poids
de tryptophane dans la molécule. Le
poids moléculaire du tryptophane étant
de 204,23, la molécule de la sous-unité
protéinique est donc un multiple de
204,23 X 100
----- soit 17.000. Pour un poids
1,2
moléculaire de 34.000, il doit donc y
avoir deux molécules de tryptophane.
Les résultats des quatre analyses de
la sous-unité protéinique sont donnés
au tableau XIV.
Tableau XIII
DOSAGE DU TRYPTOPHANE DANS DES SUSPENSIONS DE SCMV-AMPEFY
D. O. à 619 nm
0,25
0,50
Tryptophane en y/tube ..
0,75
Essai 1 (1,89 mg de virus) ..
Essai 2 (3,78 mg de virus) .
100
210
325
430
110
100
160
160
160
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Tableau XIV
RESULTATS DE QUATRE ANALYSES DES ACIDES AMINES DE SCMV-AMPEFY, SELON LA DUREE DE L'HYDROLYSE
(Les résultats sont exprimés en micromoles d'acides aminés par prise de 0,3 ml de l'hydrolysat.)
Durée de l'hydrolyseAcides aminés
Acide aspartique ..
Thréonine .
Sérine .
Acide glutamique ..
Proline ......................•.....................................
Glycine .
Alanine .
Valine .
Méthionine .
Iso-leucine .•..................................••... , , .
Leucine .
Tyrosine .
Phénylalanine .
Lysine .
~;~~i~~: .::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
24 heures
0,252
0,172
0,124
0,264
0,087
0,319
0,230
0,103
0.085
0,064
0,118
0.063
0.066
0,129
0,053
0.123
48 heures
0.251
0,212
0,180
0.268
0,101
0,328
0,214
0.112
0,087
0,070
0,1,0
0,064
0,067
0,126
0,053
0,123
72 heures
0,236
0,194
0,130
0,246
0,107
0,312
0,226
0,103
0,090
0,065
0,120
0,062
0,066
0,126
0,055
0,121
120 heures
0,253
0,222
0,159
0,266
0,107
0,345
0,231
0,122
0,098
0,074
0,131
0,061
0,069
0,130
0.057
0,122
La cystine et la cystéine sont pré-
sentes dans la protéine, on peut ob-
server un pic correspondant à la cys-
téine. Mais leur teneur n'a pas été
déterminée, une oxydation performique
n'ayant pu se faire.
Au cours de "hydrolyse, aucune te-
neur d'acide aminé ne semble baisser
régulièrement. Par contre, le taux de
leucine parait augmenter avec la du-
rée de l'hydrolyse. La valeur obtenue
après cent vingt heures d'hydrolyse
seule a été retenue, les variations pou-
vant provenir de liaisons peptidiques
particulièrement stables. Les variatior.::
des autres acides aminés ont paru
suffisamment modérées et réparties au
hasard sur les quatre hydrolyses pour
pouvoir en prendre les moyennes (ta-
bleau XV).
Tableau XV
COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA PROTEINE DE SCMV-AMPEFY
(Nombre d'acides aminés S = 273. Poids moléculaire de la protéine: 33.667.)
Acides aminés
Acide aspartique .
Thréonine ..
Sérine .
Acide glutamique .
Proline ..
Glycine .
Alanine .
Valine .
Mé:hionine .
Iso-leucine .
Leucine ..
Tyrosine .
Phénylalanine .
Lysine .
Histidine ..
Tryptophane .
Arginine .
l' moles
par 0,3 ml
0,248
0,222
0,180
0,261
0,101
0,345
0,225
0,122
0,098
0,068
0,131
0,062
0,067
0,128
0,054
0,122
HIS = 6 Nombre de l' mol. P. M. des acides P.M. dans
x 11,1 par mol. aminés la molécule
29,5 29 113,06 3.859
27.5 27 119,06 3.215
20,0 20 105,06 2.101
29,0 29 147,08 4.263
11,2 11 115,08 1.265
38,3 38 75,05 285O
24.9 25 89,06 2.226
13,5 13 117,09 1.521
10,9 11 149,15 1.641
7,5 7 131,11 918
14,5 14 131,11 1.834
6,9 7 181,09 1.268
7,4 7 165,09 1.156
14,2 14 146,13 2.046
6 6 155,09 931
2 204 408
13,5 13 174,1 2.264
273 33.667
Tableau XVI
COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA PROTEINE DE SCMV-AMPEFY,
COMPAREE A CELLE DE MDMV-B, ET DU VIRUS Y DE LA POMME DE TERRE
Acides aminés
Acide aspartique ..
Thréonine ,
Sérine .
Acide glutamique .
Proline .
Glycine .
Alanine .
Valine .
Méthionine .
Iso-leucine .
Leucine .
Tyrosine .
Phénylanlne ..
Lysine .
Histidine .
TryJ?t?phane .
Argmme .
Cystéine ..
Total ..
SCMV-Ampefy
29
27
20
29
11
38
25
13
11
7
14
7
7
14
6
2
13
Au moins 1
273
MDMV-B(Hill et al.)
27
25
20
29
10
34
23
12
11
8
13
9
7
12
5
4
14
1
264
Virus P de la pomme de terre(Miki et Oshima)
17
16
9
22
10
10
15
13
11
9
12
7
5
10
5
2
13
1
187
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CHAPITRE"
METHODES
- le nombre ce sous-unités protéi-
58,9 X 10'
PROPRIETES SEROLOGIQUES
DE LA SOUCHE SCMV-AMPEFY
ET LEURS APPLICATIONS
ETUDE DES IMMUNSERUMS
OBTENUS
Les immunsérums préparés contre
SCMV-A, SCMV-B, SCMV-D, SCMV-H,
SCMV-I et MDMV-A ont été obtenus
auprès du docteur GILLASPIE, Univer-
sité de Floride; les antigènes SCMV-A,
SCMV-B, SCMV-D et MDMV-A ont été
envoyés par le Dr GILLASPIE au Labo-
ratoire des Virus des Plantes de Stras-
bourg. Ils y ont été multipliés sur la
variété de maïs "Dixie 22 .. et ont pu
ainsi être comparés à la souche SCMV-
Ampefy.
La teneur en antigène viral est dé-
terminée selon la technique décrite par
LEBEURIER et HIRTH (1966). Chaque
point des courbes est la moyenne de
quatre prises d'échantillons traitées
séparément. Les extraits vi rosés sont
obtenus en broyant des feuilles dans
du tampon Tris-EDTA 0,05 M, pH 7,2
avec 0,1 % de mercaptoéthanol, à
raison de 2 ml de tampon par gram-
me de feuilles (dilution 1/2) puis en
clarifiant le jus de plante par addition
de chloroforme, à raison de 1 volume
pour 4 volumes. Les immunsérums sont
également dilués au 1/2, avec une solu-
tion de NaCI physiologique.
Le latex (B.D. Mérieux 81) est sen-
sibilisé au SCMV-Ampefy en appliquant
la méthode décrite par BERCKS (1967).
L'avidité du latex est étudiée en fonc-
tion de la concentration en gamma-
globulines de l'immunsérum utilisé pour
la sensibilisation. Pour cela, le latex
est préparé en le mêlant à des quan-
tités variées de gamma-globulines pu-
rifiées de l'immunsérum correspon-
dant : soit à la dilution encore capable
de donner de gros flocons lors de
test ordinaire de précipitation en tube
avec l'extrait de virus; soit à la dilu-
tion donnant seulement des flocons
moyens; soit au double de la dilution
limite pour laquelle on observe encore
une floculation.
Réaction des protéines normales.
En milieu liquide, aucune précipita-
tion n'a été observée pour une dilution
de 1/4 de l'immunsérum anti-SCMV-
Ampefy et de 1/2 de l'extrait de plant
de canne à sucre ou de maïs sains
(tableau XIX). A des dilutions infé-
rieures, l'opacité des suspensions ne
permet pas d'observer de précipité, à
moins d'attendre un temps tel que les
extraits de canne à sucre ou de maïs
déposent d'eux-mêmes.
soit 1.730,
34.000
ques :
Ces données sont proches de celles
observées par VARMA et al. (1968) sur
les virus filamenteux. Le SCMV-Ampefy
appartient au deuxième groupe de
VARMA et al., caractérisé par un pas
de l'hélice de 3,4 nm. Ce groupe cor-
respond aux flexidiviridales (HIRTH,
1971). Le nombre de sous-unités pro-
téiques par tour d'hélice parait plus
faible : 8 au lieu de 10 à 14 sous-
unités, pour 3 du virus X de la pomme
de terre et 12 pour deux virus du
groupe du virus S de la pomme de
terre.
- le nombre de sous-unités protéi-
1.730
ques par tour : --- = 8.
220
Il Y a une dizaine d'années, les tech-
niques sérologiques n'étaient pas uti-
lisées pour l'étude du SCMV, par suite
des difficultés rencontrées pour obte-
nir des immunsérums spécifiques (AB-
BOTT, 1961). Pourtant, dès 1960,
DIJKSTRA et GRANCINI ont montré
que le Sorghum Red Stripe Virus était
apparenté sérologiquement au SCMV.
A partir de 1964, les recherches sur
le MDMV et l'étude des relations de
ce virus avec le SCMV ont permis de
montrer que le SCMV-H avait des pro-
priétés antigéniques facilement utili-
sables (SHEPHERD, 1965).
Nos recherches ont eu pour but de
mettre au point une méthode de diag-
nostic rapide de la maladie, une tech-
nique de dosage du virus, et de com-
parer les résultats obtenus avec la
souche SCMV-Ampefy à ceux des sou-
ches étrangères de SCMV et de MDMV.
Les immunsérums ont été préparés
par injection des préparations virales
de SCMV-Ampefy partiellement puri-
fiées, obtenues après la chromatogra-
phie d'exclusion sur gel d'agarose, afin
d'avoir suffisamment de matériel pour
traiter un lot plus important de lapins.
V. - STRUCTURE DU VIRUS
5
pour la seule protéine,
SCMV-Ampefy est caractérisé par
les propriétés suivantes :
- longueur de la molécule: 750 nm,
- pas de l'hélice: 3,4 nm,
- pourcentage en ARN : 5 %,
- poids moléculaire de l'ARN : 3,1
x 10' daltons,
- poids moléculaire de la sous-unité
protéinique : 34.000 daltons.
Tcus les acides aminés sont repré-
sentés. Cinq acides aminés (Asp. Thr.
Glu. et Ala.) composent plus de la
moitié de la molécule, la glycine étant
le plus abondant (14 %).
La compcsition en acides aminés
de la sous-unité protéinique de SCMV-
Ampefy est très proche de celle dé-
terminée pour le MDMV-B par HILL,
FORD et BENNER (1973) (tableau XVI).
La haute teneur en glycine (38 rési-
dus) est du même ordre que celle de
MDMV-B (34 résidus). Elle est plus du
couble de celle déterminée pour d'au-
tres potyvirus comme le virus Y de la
pomme de terre (MIKI et OSHIMA,
1972). Les teneurs en thréonine et
sérine sont également élevées.
Avec 273 résidus d'acides aminés
par molécule de la sous-unité protéini-
que, on peut calculer un poids molé-
culaire de 34.000 qui concorde avec
celui déterminé par électrophorèse sur
gel de polyacrylamide.
L'acide aminé le moins abondant est
l'histidine. Pour obtenir un poids molé-
culaire proche de celui déterminé par
électrophorèse sur gel de polyacry-
lamide, il convient de considérer qu'il
y a 6 molécules d'hist:dine dans la
molécule de la sous-unité protéinique.
Ceci nous conduit à multiplier toutes
les valeurs par 6/0,054 = 11,1. On
obtient alors 273 résidus d'acides ami-
nés, non comprise la cystéine, ce qui
donne un poids moléculaire de 33.667
sans la cystéine.
De ces données, on peut déduire
- le nombre de tours d'hélice
750/3,4 = 220 tours,
- le poids moléculaire du virus
3,1 X 100
---- = 62 X 10' dont 58,9 X 10'
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Tableau XVII
DIAGRAMME DE PRECIPITATION, PAR LA TECHNIQUE D'OUCHTERLONY, ENTRE UN IMMUNSERUM ANTI-SCMV-AMPEFY
ET UN EXTRAIT BRUT DE PROTEINES NORMALES DE CANNE A SUCRE, DE MAIS ET DE SORGHO
Antigène: Antigène: Antigène:
Immun- Canne à sucre NCo 310 Maïs Planta Sorgho Tx 3042
s5rum
1/2 1/4 1/8 1/16 1 1/2 1/4 1/8 1 1/2 1/4 1/8
---
1 ....... ++ ++ ++ - ++ ++ ++ + + + +
--- --- ~--- ---
1/2 ....... ++ ++ - - ++ ++ ++ ++ ++ + +
--- --- ----
1/4 ....... + - - - + + - - + + + -
1/8 ....... + - - - + + - -
---
1/16 ....... - - - - + - - - + - - -
++ : Ligne de précipitation après 70 heures.
+ : Ligne de précipi:ation après 120 heures.
- : Pas de précipitation.
Tableau XVIII
DIAGRAMME DE PRECIPITATION, PAR LA TECHNIQUE D'OUCHTERLONY, ENTRE UN IMMUNSERUM ANTI-SCMV-AMPEFY
ET DES EXTRAITS ANTIGENIQUES DE CANNE A SUCRE, DE MAIS OU DE SORGHO, CLARIFIES PAR LE CHLOROFORME
(1 vol. pour 4 voL) - Observation après 120 heures.
Antigène.
Canne à sucre NCo 310
Antigène
Maïs Planta
Antigène.
Sorgho Tx 3042Immun-
s:rum
1/2
---
1 ....... -
1/2 ...... , -
---
1/4 ....... -
---
1/8 ....... -
1/16
+ : Précipitation.
- : Pas de précipitation.
1/4 1/8 1/16
+
+
+
+
1/2
+
1/4 1/8
+
+
+
1/2 1/4 1/8
Tableau XIX
DIAGRAMME DE PRECIPITATION EN MILIEU LIQUIDE ENTRE UN IMMUNSERUM ANTI-SCMV-AMPEFY
ET DES EXTRAITS DE CANNE A SUCRE SAINS ET VIROSES
Dilution de l'immunsérum
Antigènes
1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048
---
Canne saine :
1/2 ............................
1/10 ............................
._--
---
--- ---
Canne à sucre vi rosée :
1/2 ............................ + + + + + + + + + +
1/10 ............................ + + + + + + + + + +
1/20 ............................ + + + + + + + +
1/40 ............................ + + + + + + + +
1/80 ............................ + + + +
1/160 ............................
+ : Précipité après 3 heures à 360.
- : Pas de précipité après 3 heures à 36°.
Des résultats plus lisibles ont été
obtenus par la technique de diffusion
en gélose d'Ouchterlony. Les diagram-
mes de précipitation sont donnés au
tableau XVII. Une ligne de précipita-
tion peut être observée entre un im-
munsérum anti-SCMV-Ampefy dilué au
1/2 et au 1/4 et des extraits bruts
de plantes saines de canne à sucre,
de mais ou de sorgho, dilués au 1/2,
1/4 et 1/8. Une ligne très fine peut
encore être observée à une dilution
de 1/8 de l'immunsérum pour les mê-
mes dilutions des antigènes. Avec des
extraits clarifiés au chloroforme de
sorgho ou de maïs sains, l'immun-
sérum non dilué donne une ligne de
précipitation jusqu'à une dilution au
1/4 de l'antigène. On n'observe pas
de ligne de précipitation pour une
dilution au 1/2 de l'immunsérum et au
1/2 de l'antigène (tableau XVIII).
Titre et avidité de l'immunsérum 8ntl-
SCMV-Ampely.
Les molécules d'une longueur supé-
rieure à 500 nm ne peuvent migrer
dans la gélose à 1 0J0 à moins de
traitements qui cassent les particules.
La technique d'OUCHTERLONY ne peut
donc être appliquée à SCMV-Ampefy,
sauf si l'on procède à des traitements
préalables des extraits d'antigène
(BOND et PIRONE, 1971). Le titre de
l'immunsérum anti-SCMV-Ampefy a
donc été étudié en milieu liquide. Les
rtsultats obtenus pour un exemple
d'immunsérum sont consignés au ta-
bleau XIX. Avec un extrait de plante
non purifié, le titre limite d'un immun-
sérum est plus élevé avec des sus-
pensions antigéniques peu diluées, de
l'ordre de 1/10. Telle est la règle
générale avec les virus en bâtonnets
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(VMT, virus X cu virus S de la pomme
de terre...) pour IEEquel~ le diagramme
de précipitat:on ne révèle pas nette-
ment de phénomène de zone. Divers
immunsérum~ cnt des titres compris
entre 1/500 et 1/5.000. Le sérum SV ï2,
de titre 1/2.048, donne un titre de 1/512
jusqu'à une dilution de l'antigène de
1/40. A la dilution de l'antigène de
1/80, le titre de l'immunsérum diminue.
Entre cette dilution Ge 1/40 et 1/80,
le pouvoir infectieux des extraits viro-
sés n'est plus que de 50 % du ncm-
bre de plants inoculés, tradu:sant une
diminution de la teneur en virus (ta-
bleau IV).
Pour détecter la quantité la plus
faible possible de virus dans les ex-
traits de plantes non purifiés, cet
immunsérum de titre 1/2.048 ne doit
pas être dilué à plus de 1/32. Dans
ce cas, on peut déceler la présence
de virus dans des extraits non purifiés,
dilués au 1/80.
L'avidité de l'immunsÉ:rum peut être
déterminée contre du virus purifié. Un
précipité en milieu liquide est facile-
ment visible avec une suspension anti-
génique de 10 !J.g/ml et l'immunsérum
dilué à 1/256 (tableau XX). Avec atten-
tion, on peut observer un précipité
avec 5 !J.g de virus à la dilution pré-
cise de 1/64 pour cet immunsérum.
Le point de dilution limite du pouvoir
infectieux de la suspension virale est
déterminé par inoculation mécanique
au maïs, pour 0,1 !J.g de virus (ta-
bleau XXI), c'est-à-dire une dilution
supérieure à la limite ée l'observation
sérologique. Les extraits vi rosés sont
infectieux à une dilution supérieure
à celle détectable par la méthode de
précipitation en milieu liquide.
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Tableau XX
DIAGRAMME DE PRECIPITATION D'UN IMMUNSERUM ANTI-SCMV-AMPEFY
CONTRE UN EXTRAIT PURIFIE DE VIRUS
(dilué en tampon phosphate 0, 05 M pH 7, 2, physiologique).
Dilution Dilution de l'immunsérum
de l'antigène
(en y ml) 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/
-
--- ----
160 ++++ ++++ +++ +++ +++ ++ ++ + -
---~ ---
70 +++ ++++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ +
30 +++ ++++ +++ +++ +++ ++ ++ + -
10 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + -
----
5 - - - - - + - - -
---
2,5
- - - -
- - - - -
Le nombre de + indique l'intensité de la précipitation,
TECHNIQUE DE DIAGNOSTIC
DE LA MALADI E
Tableau XXI
TESTS D'INFECTIVITE SUR MAIS,
INOCULE MECANIQUEMENT
PAR FRICTION AVEC LA SUSPENSION
VIRALE PURIFIEE UTILISEE POUR
L'ETUDE DE L'AVIDITE DU SERUM
(Tableau XX)
Le diagnostic de la virose est parti-
culièrement délicat sur des cannes à
sucre en fin de végétation, ce qui cor-
respond au moment où l'on prélève
des boutures pour plantation. Il est
malaisé sur des plantes atteintes de
carence ou de troubles physiologiques
variés, Le diagnostic sérologique est
particulièrement utile dans ces cas.
On souhaite alors mettre en évidence
les plus faibles teneurs en antigène
viral. On pourrait songer pour cela à
utiliser des extraits non dilués, mais
de tels extraits ne permettent pas de
réaliser des tests suffisamment spéci-
Dilution du v;rus
(e~ y.ml)
5
2,5
1
0,5
0,1
0,05
Nombre
de plants infectés
Nombre
de plan~s inoculés
15/17
14/19
3/20
1/19
1/~0
0/20
fiques par précipitation en tube. C'est
pourquoi des méthodes de tests sen-
sibles, tout en n'exigeant pas l'emploi
d'extraits d'antigènes concentrés, ont
été recherchées. BERCKS (1967) a
montré que des billes de latex, d'un
diamètre de 0,81 !J. environ, sur les-
quelles on pouvait absorber des anti-
corps, pouvaient s'agglutiner si l'on
ajoute des antigènes en concentrations
plus faibles que celles détectées par
la technique de double diffusion en
gélose, ou par tests de précipitation
sur lames. L'avidité du latex est meil-
leure s'il est préparé à partir d'une
suspension de y globulines au lieu de
l'immunsérum non purifié.
Le risque d'agglutination non spéci-
fique est bien moindre à partir de y
globulines. Ce test a été utilisé pour
de nombreux virus sphériques ou des
virus du groupe du virus X de la pom-
me de terre (BERCKS et QUERFURTH,
1971). Il est déjà utilisé en pratique
courante pour le diagnostic des virus
du groupe du Court-Noué, au cours
des travaux de sélection sanitaire de
la vigne (VUITTENEZ et KUSZALA,
1972).
Un latex sensibilisé par les y globu-
lines d'un immunsérum anti-SCMV-
Ampefy s'agglutine en présence de
l'antigène homologue alors que le mê-
me latex reste en suspension dans
les alvéoles témoins pendant la durée
de l'expérience (fig. 25). Les résultats
de diverses combinaisons sont don-
nés au tableau XXII.
L'avidité du latex est déterminée par
la plus grande dilution d'antigène qui
agglutine les billes, et est rapportée à
la dilution des y globulines qui a don-
né le meilleur résultat. Une suspension
de y globulines de titre 1/5.120 pré-
sente les caractéristiques suivantes :
jusqu'à la dilution 1/320 de la suspen-
sion de y globulines, le précipité anti-
gène-anticorps est abondant; jusqu'à
1/640, nettement moindre; jusqu'à
1/5.120 très léger (tableau XXIII). L'avi-
dité des latex préparés avec les dilu-
tions 1/600 et 1/2.500 est deux fois
supérieure à celle des latex préparés
avec les dilutions 1/20, 1/100 et 1/300
de la suspension de y globulines de
l'immunsérum. L'agrégation au fond
des alvéoles du latex sensibilisé avec
la dilution 1/600 est plus rapide que
celle du latex sensibilisé avec la dilu-
tion 1/2.500. Le latex sensibilisé à
SCMV-Ampefy doit donc être préparé
à partir d'une dilution de y globulines
qui correspond à une précipitation anti-
gène-anticorps moyenne, et non au
dcuble titre comme dans la méthode
originale (BERCKS, 1967) (tableau
XXIV).
Contrairement à la précipitation di-
recte en tubes, la réaction au latex
montre un très net phénomène de zone
rendant nécessaire une gamme de dilu-
tion de l'antigène (tableau XXV). La
plus petite quantité de virus décelable
par la technique au latex est de
0,2 !J.g/ml.
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a
b
c
d
e
f
Fig. 25. - Diagnostic sérologique du virus de la mosaïque de la canne à sucre,
selon la technique au latex de BERCKS
a et e : résultats négatifs;
b, c, d et f : résultats positifs;
De gauche à droite, dilutions successives des extraits de feuilles dans le tampon
tris-HCI 0,025 M pH 8 :
1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 et 1/256.
Tableau XXII
AGGLUTINATION DE LATEX SENSIBILISE PAR UN IMMUNSERUM ANTI-SCMV-AMPEFY
OU UN SERUM NORMAL DE LAPIN, EN PRESENCE DE DIVERS ANTIGENES
A~tigénes
Canne
saine
Canne
vi rosée
Maïs
sain
Maïs
vi rosé
Dilution des antigénes
Latex
1/3 1/6 1/12 1/24 1/48 1/96 1/192 1/::84 1,7G3 1/1356
Sérum normal.
Sérum anli-SCMV - Ampefy.
Sérum normal.
---1-
+ + ++ +++ ++ + + + Sérum anti-SCMV - Ampely.
Sérum normal.
Sérum anti-SCMV - Ampely.
Sérum normal.
+ + +++ ++ ++ + + Sérum anli-SCMV - Ampefy.
Tableau XXIII
DIAGRAMME DE PRECIPITATION DES Y GLOBULINES D'UN IMMUNSERUM ANTI-SCMV-AMPEFY
CONTRE UN EXTRAIT VIROSE DE CANNE A SUCRE PARTIELLEMENT PURIFIE
1/20
+++
A~tigéne 1
viral -----
1/40
+++
1/80
+++
Dilution des y globulines
__+_1/_:6_: _ 1~~ 1__l~_6+_40__ 1/1280
+
_1_/:_56_0_1 __ 1:1~
+ + + : Précipitation trés abondante et rapide.
+ + : Précipitation abondante.
+ : Précipi~ation lente et peu abondante.
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Tableau XXIV
AVIDITES COMPAREES DE LATEX PREPARES AVEC DIVERSES DILUTIONS EN 'Y GLOBULINES D'UN SERUM
Quantité d'antigène viral
Dilution en (en y/ml)
y globulines
26 13 6,5 3,2 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1 0,05
1/20 ......... - - - - - - - - - -
1/100 ......... + + + - - - - - - -
1/300 ......... ++ +++ ++ ++ + - - - - -
1/600 ......... +++ +++ +++ +++ ++ + + + - -
1/2500 ......... ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - - -
+ + + : Latex agrégé au fond de l'alvéole en 20 minutes.
++ : Latex agrégé au fond de l'alvéole en 2 heures.
+ : Agrégats de latex en suspension dans l'alvéole après 2 heures.
- : Latex non agrégé,
Tableau XXV
RAPIDITE D'AGREGATION D'UN LATEX SENSIBILISE AVEC UN IMMUNSERUM DILUE AU 1/600,
SELON LA CONCENTRATION EN ANTIGENE
Quantité d'antigène viral
(en y/ml)
Latex
1,600 216 108 52 26 13 6,5
1
3,2 1+1 0,8 0,4 0,2 I~++ ++ +++ +++ +++ +++ + + +
+ + + : Latex agrégé au fond de l'alvéole après 20 minutes.
+ + : Latex agrégé au fond de l'alvéole après 2 heures.
+ ; Agrégats de latex en suspension dans l'alvéole après 2 heures.
- ; Latex non agrégé.
DETERMINATION SEROLOGIQUE
DE SCMV-AMPEFY
L'antigène SCMV-Ampefy a été com-
paré aux antigènes SCMV-A, SCMV-B,
SCMV-D, SCMV-E, SCMV-H et MDMV-
A par la méthode de précipitation en
milieu liquide ou par la méthode au
latex de BERCKS. La technlque de
précipitation en milieu liquide consiste
à chercher la dilution limite d'un im-
munsérum qui donne un précipité avec
un antigène non dilué. Ces résultats
sont donnés au tableau XXVI. Les im-
munsérums anti-SCMV-Ampefy agissent
jusqu'à des dilutions presque équiva-
lentes contre les antigènes SCMV-
Ampefy, SCMV-A, SCMV-B et SCMV-D.
L'antigène SCMV-Ampefy agit contre
des dilutions des immunsérums anti-
SCMV-B et anti-SCMV-D inférieures de
moitié ou du quart vis-à-vis de l'im-
munsérum anti-SCMV-Ampefy. L'lm-
munsérum anti-SCMV-A ne peut être
dilué qu'à 1/32, huit fois moins que
l'immunsérum anti-SCMV-Ampefy, alors
qu'il peut être dilué jusqu'à 1/128 con-
tre l'antigène homologue. Par contre,
l'antigène SCMV-A agit jusqu'à la mê·
me dilution des immunsérums anti-
SCMV-Ampefy et anti-SCMV-A. SCMV-
Ampefy agit contre l'immunsérum anti-
MDMV-A très faiblement jusqu'à la di-
lution 1/4 de l'immunsérum. Il n'y a
pas de réaction entre l'antigène SCMV-
Ampefy et les immunsérums anti-SC-
MV-H et anti-SCMV-1.
Les résultats de la méthode au latex
sont figurés au tableau XXVII. Le latex
SCMV-Ampefy porte des anticorps ca-
pables de réagir avec les souches
SCMV-A, SCMV-B et SCMV-D. Les flo-
culations observées sont aussi rapides
qu'avec l'antigène SCMV-Ampefy. Les
souches SCMV-Ampefy. SCMV-A, SC-
MV-B et SCMV-D sont proches sur le
plan sérologique. Par contre, aucune
floculation du latex SCMV-Ampefy n'est
observée avec les antigènes SCMV-H
et MDMV-A. Afin de tenir compte
d'éventuelles variations d'avidité du
latex selon les souches, des latex pré-
parés avec des gamma-globulines di-
versement diluées ont été mélangés à
l'antigène SCMV-H. Aucune floculation
n'a été observée avec les latex sensi-
bilisés avec des gamma-globulines di-
luées au 1/80, 1/300, 1/600 et 1/2.500.
Tableau XXVI
RELATIONS SEROLOGIQUES ENTRE LA SOUCHE SCMV-AMPEFY ET LES SOUCHES AMERICAINES DE SCMV ET DE MDMV,
DETERMINEES PAR LA METHODE DE PRECIPITATION ORDINAIRE EN TUBE
Immunsérum anti :
Antigène
SCMV-Ampefy SCMV-A SCMV-B SCMV-D SCMV-H SCMV-I MDMV-A
SCMV-Ampefy .............. + 1/256 + 1/32 + 1/160 + 1/80 - - + 1/4
SCMV-A ..................... + 1/128 + 1/128
------
SCMV-B ..................... +11128 + 1/320
SCMV-D ..................... + 1/256 + 1/128
SCMV-H .....................
-
+ 1/1048
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Tableau XXVII
AGGLUTINATION DE LATEX SENSIBILISE PAR UN IMMUMSERUM ANTI-SCMV-AMPEFY (1/600),
EN PRESENCE DE DIVERS ANTIGENES EXTRAITS DE FEUILLES DE MAIS, VARIETE DIXIE 22
Dilution des antigènes
Antigène
Extrait de feuilles saines ..
SCMV-Ampefy .
SCMV-A
SCMV-B
SCMV-D
1/2
++
++
++
+
1/4
++
++
++
+
1/8
++
+
++
+
1/16
++
+
+
+
1132
++
+
+
+
1/64
++
+
1/128
++
+
1/256
++
+
1/512
++
SCMV-H
SCMV-I
....................
MDMV-A .
++ : Latex entièrement floculé au fond de l'alvéole après 2 heures.
+ : Agrégats de la~ex en suspension dans l'alvéole après 2 heures.
- : Latex non agrégé.
CONCLUSIONS
Les extraits vircsés avant la deuxiè-
me ultracentrifugation ne sont pas
sérologiquement purs, puisque l'immun-
sérum donne, à concentration au moins
égale à 1/8, une ligne de précipitation
avec des protéines normales de canne
à sucre, de sorgho ou de maïs. L'im-
munsérum doit donc être utilisé à une
dilution supérieure à 1/10. Si l'on uti-
lise la méthode de précipitation en
milieu liquide, les immunsérums ob-
tenus peuvent être dilués à des dilu-
tions importantes, mais pour détecter
de faibles quantités de virus, il faut
les utiliser à assez forte concentration,
de l'ordre de 1/30, pour un immun-
sérum de titre 1/2.048. Cela suppose
une consommation importante d'im-
munsérum en cas d'une applicat:on
pratique de cette technique.
Pour travailler à de fortes concen-
trations en anticorps, il faut clarifier
les extraits virosés par le chloroforme.
Ainsi, pour un immunsérum donné et
pour tes variétés Planta, Dixie 22 ou
INRA 258 de maïs, Lousier de canne
à sucre, un immunsérum dilué au 1/2
ne donne pas de ligne de précipitation
avec un antigène viral dans les feuilles
de maïs ou de canne à sucre.
La méthode au latex de BERCKS
permet d'utiliser dans la pratique un
test plus précis et plus sensible que
la méthode de précipitation liquide.
Alors qu'avec cette dernière on peut
avoir un précipité avec 10 !kg/ml, il
est possible d'observer une agrégation
du latex à des dilutions de 0,4 et
0,2 !kg/ml, soit de vingt-cinq à cin-
quante fois moins. L'avidité optimum
du latex est obtenue avec une grande
dilution des y globulines, diminuant le
risque d'agglutination non spécifique.
De plus, la méthoée au latex est beau-
coup plus économique puisqu'on peut
diluer l'immunsérum de trois à dix fo;s
plus. On utilise des quantitts très fai-
bles de latex (0,05 ml) soit dix fois
moins que l'immunsérum. Dans la pra-
tique, on pourra donc faire cent fois
plus d'examens avec la même quan-
tité d'immunsérum.
Enfin, la méthode au latex permet
d'obtenir des floculations spécifiques
avec des suspensions d'antigènes à
de faibles dilutions auxquelles les pré-
cipités en milieu liquide peuvent ne
pas être spécifiques.
La souche SCMV-Ampefy est forte-
ment apparentée sérologiquement avec
les souches SCMV-A, SCMV-B et SC-
MV-D. Aucune différence nette n'a pu
être observée entre ces souches et
SCMV-Ampefy, tant par la technique
de la dilution limite de l'immunsérum
que par la méthode au latex. Par con-
tre, aucun précipité n'est observé en-
tre l'immunsérum anti-SCMV-Ampefy et
les antigènes SCMV-H, SCMV-I et
MDMV-A. Ces résultats sont concor-
dants avec ceux de SNAZELLE et al.
(1971) qui distinguent sérologiquement
les groupes de souches suivants :
- SCMV-A, SCMV-B et SCMV-D,
- SCMV-H,
- MDMV-A,
- MDMV-B.
D'autre part, les résultats obtenus
avec l'immunsérum anti-SCMV-Ampefy
présentent des analogies avec ceux
obtenus par TOSIC et FORD (1974)
avec l'immunsérum anti-SCMV-A. Cet
immunsérum antî-SCMV-A précipite
contre les antigènes SCMV-A, SCMV-B
et SCMV-D mais non contre MDMV-A
et SCMV-1. Par contre, l'immunsérum
anti-SCMV-D donne un précipité con-
tre les antigènes MDMV-A et SCMV-1.
Aucun précipité n'a été observé lors-
qu'on mélange l'immunsérum anti-
SCMV-Ampefy et l'antigène SCMV-H,
alors que l'immunsérum anti-SCMV-A
précipite avec cet antigène (TOSIC et
FORD, 1974). Mais, d'après ces au-
teurs, une confusion paraît possible
dans la détermination de SCMV-H et
de SCMV-I : la souche SCMV-H que
nous avons utilisée (Don de Dr GIL-
LASPIE) a montré sur le sorgho Redlan
les symptômes décrits par SNAZELLE
et al. (1971) (cf. chap. III). TOSIC et
FORD (1974) attribuent ces symptômes
à SCMV-1. Il ne nous appartient pas
d'intervenir dans cette discussion. Nous
désignerons donc la souche sous le
nom qui lui a été donné, SCMV-H, d'au-
tant plus que l'immunsérum anti-SCMV-
H a précipité avec cet antigène.
Par ailleurs, SCMV-Ampefy, comme
SCMV-A, est apparenté faiblement avec
MDMV-A, et fortement avec SCMV-D.
La souche SCMV-D est apparentée à
toutes les souches de SCMV et de
MDMV, en particulier à MDMV-B (TO-
SIC et FORD, 1974). La souche MDMV-
B est liée sérologiquement à d'autres
potyvirus : le Tobacco Etch Virus et
le virus de la mosaïque du navet (MAC
LAUGHLlN, HILL et BENNER, 1975).
Les relations sérologiques ne sont pas
en fait plus éloignées entre ces virus
différents et le MDMV-B qu'entre le
MDMV-B et le SCMV, ce qui confirme
l'existence de liens sérologiques entre
tous les potyvirus.
En conclusion, la souche SCMV-
Ampefy qui, comme nous l'avons déjà
montré (cf. chap. 1) est un potyvirus,
serait liée préférentiellement à la sou-
che SCMV-A du groupe SCMV-A, SC-
MV-B et SCMV-D.
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CHAPITRE III
SYMPTOMATOLOGIE
DE SCMV·AMPEFY
SUR SES PRINCIPAUX HOTES
Le SCMV et le MDMV ont été trans-
mis par inoculation mécanique à un
grand nombre de plantes appartenant
à la famille des Graminées (ABBOTT,
1961; TOSIC et FORD, 1972). Les
hôtes manifestent une mosaïque, sauf
quelques variétés de sorgho qui peu-
vent donner des stries ou des nécroses
brun-rouge systémiques (DEAN et CO-
LEMAN, 1959). Avec la souche SCMV-E,
une variété de sorgho, AKS 614, don-
ne des nécroses locales sur les feuil-
les inoculées, suivies d'une mosaïque
sur les feuilles déroulées, formées
après l'inoculation (DEAN, 1970). Se-
lon les souches de SCMV et de MDMV,
les Graminées sont plus ou moins
sensibles. Plusieurs plantes ont été
proposées pour différencier les sou-
ches de SCMV et de MDMV. Mais
l'absence de symptômes où leur net-
teté dépendent de l'environnement ou
des conditions d·expérimentation. Ain-
si, le MDMV qui n'était pas considéré
comme hôte de la canne à sucre (SHE-
PHERD, 1965), a été inoculé mécani-
quement et réisolé de quatre variétés
hybrides de canne (GILLASPIE, 1967).
Les symptômes montrés par une
plante à la suite de l'inoculation d'un
agent infectieux sont le résultat des
relations qui s'établissent entre l'hôte
et le parasite. Ces relations dépen-
dent de plusieurs facteurs qui sont
essentiellement : le génome de "hôte,
celui du parasite, et l'environnement.
1. RELATIONS HOTES-PARASITES
Microbiologistes et phytopathologis-
les n'utilisent pas le même vocabulaire
pour définir les relations d'un hôte et
de ses parasites. Pour les microbio-
logistes (STAN 1ER, DOUDOROFF et
ADELBERG, 1966), un micro-organisme
est pathogène s'il peut produire une
maladie. Mais le pouvoir pathogène
peut provenir, soit de toxines produites
par le micro-organisme, soit de sa
multiplication intense, qui caractérise
la virulence. Les phytopathologistes et
les phytogénéticiens (VAN DER
PLANCK, 1968), incluent deux notions
dans le pouvoir pathogène : la viru-
lence et l'agressivité, qui sont défi-
nies par rapport à la résistance des
plantes aux diverses souches patho-
géniques. Quand une variété est résis-
tante à certaines races d'un agent pa-
thogène et sensible à d'autres, sa
résistance est dite verticale. Quand
une variété est résistante d'une ma-
nière uniforme à toutes les races du
pathogène, sa résistance est dite hori-
zontale. La première forme de résis-
tance est différentielle ou spécifique.
Si des races de parasite présentent
des interactions différentielles avec des
variétés de plantes, ces races sont
dites de virulence différente. Par con-
tre, si les races de parasite ne pré-
sentent pas d'interactions différentiel-
les sur les variétés de la plante, elles
sont dites d'agressivité différente.
La résistance verticale ou différen-
tielle (ou encore spécifique) est de
nature oligogénique. Selon la théorie
de FLOR (1959) ou gene for gene
system, à chaque gène de résistance
de l'hôte correspond, nombre pour
nombre, un gène de virulence du para-
site. La résistance horizontale est de
nature polygénique. Son effet est d'or-
dre quantitatif et cumulatif.
La distinction entre résistance verti-
cale et résistance horizontale n'est pas
toujours aisée. VAN DER PLANCK
(1968) donne de nombreux exemples
pratiques parmi les maladies à cham-
pignon (Rouille du maïs, Mildiou de
la pomme de terre...), parmi les bac-
térioses (flétrissement bactérien des
Solanées) et les nématodes (Me/oido-
gyne spp.). Mais, il confère à sa théo-
rie une portée générale.
De nombreux cas de résistance oli-
gogénique et polygénique de plantes
aux virus ont été répertoriés par
HOLMES (1965). La résistance oligo-
génique peut se traduire par l'immunité
ou par l'hypersensibilité. Le cas le
plus classique de résistance par hyper-
sensibilité a été signalé par HOLMES
(1964) : le tabac Nicotiana g/utinosa
répond à l'infection du VMT par des
nécroses locales à une température
maximale de 26°. L'étude de la des-
cendance d'hybrides de N. g/utinosa
montre que ces nécroses locales ap-
paraissent sur des plantes qui pos-
sèdent le gène dominant "N.. (com-
binaisons "NN" et "Nn »), alors que
la combinaison homozygote "nn", in-
fectée par le même virus, manifeste
une mosaïque. C'est une forme de ré-
sistance verticale, spécifique de la
souche sauvage du VMT. Elle dépend
des conditions de milieu : selon la
température, les tabacs hypersensibles
auxquels le virus est inoculé mani-
festent des nécroses locales en des-
sous de 30° (SAMUEL, 1931 ; MARTIN
et GALLET, 1966).
HOLMES (1958), a déjà suggéré
qu'on utilise la résistance oligogénique
d'un hôte à un virus ou à une souche
virale pour déterminer ce dernier. Dans
ce but, le gène responsable de la
résistance de l'hôte ne sera pas sup-
posé conférer la résistance à un autre
virus. Cette détermination par résistan-
ce oligogénique est différente des tests
de résistance variétale, largement uti-
lisés, qui ne font pas de distinction
entre la résistance oligogénique et les
formes de résistance polygénique
(HITCHBORN et THOMSON, 1960).
L'immunité est également une forme
de résistance verticale si l'on connait
le gène qui confère cette immunité.
Sinon, on ne peut pas savoir si l'on
a affaire à une forte résistance hori-
zontale, à une résistance verticale, ou
à une esquive.
Une détermination génétique, de
caractère oligogénique, des symptô-
mes du MDMV sur le sorgho est con-
nue. TEAKLE et al. (1970), ont inoculé
une souche australienne de MDMV à
une collection de variétés de sorgho
manifestant une infection systématique,
soit sous l'aspect d'une mosaïque
(caractère " mosaïque »), soit de ta-
ches brun-rouge suiv:es de nécrose
des feuilles et des plants (caractère
" nécrose systémique ») à des tempé-
ratures variant entre 20° et 35°. Ils
ont montré que le caractère" nécrose
systémique» se transmettait dans la
descendance par hybridation inter-
variétale, qu'il était monofactoriel et
dominant. Les" nécroses systémiques»
correspondent donc, d'après TEAKLE
et al. (1970), aux combinaisons" NN »
ou "Nn », et le caractère" mosaïque»
aux allèles récessifs "nn".
II. SPECIFICITE DES SOUCHES
DE SCMV ET DE MDMV
Les souches de SCMV et de MDMV
ont été décrites sur des critères au-
tres que les notions de virulence et
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d'agressivité telles que les définit VAN
DER PLANCK (1968). De plus, très peu
de renseignements sont donnés sur
l'influence de l'environnement, qui peut
jouer à la fois sur la virulence et
l'agressivité.
Les souches SCMV-A, B. D et E
d'une part, H et 1 d'autre part. et
MDMV-A et B n'ont pas été séparées
d'aprés les mêmes critéres. Sur canne
à sucre, les souches SCMV-A, B, D
et E sont identifiées sur les mêmes
hôtes d'après les symptômes (SUM-
MERS, BRANDES et RANDS, 1948).
Tableau XXVIII
INOCULATION A DOUZE CLONES DE SACCHARUM SPONTANEUM
ET L'HYBRIDE KASSOER DES SOUCHES SCMV-H ET SCMV-I
d'après les résultats d'ABBOTT et TIPPEn (1968)
Variétés de
Saccharum spontaneum
Kassoer .
Burma .
SES 317 ..
Tainan .
US. 61. 33. 3 ..
Coimbatore ..
US. 61. 1. 1 .
SH 249 ..
SH 196 ..
US. 56. 1. 4 .
plants
inoculés
17
18
14
14
20
19
15
10
12
13
SOUCHE H
'l, plants
mosaïqués
94
78
64
36
30
26
20
10
8
8
limite
de 'l,
78-100
51-91
38-88
16-68
12-54
12·54
3-38
0-45
0-45
0-45
SOUCHE 1
plants 'l, plants Limite
inoculés mosaïqués de 'l,
15 94 78-100
14 57 27-79
11 82 44-97
15 53 27-79
17 0 0-22
21 86 83-100
17 47 21-73
11 55 12-6~
15 13 2·40
11 9 0-45
Tableau XXIX
SENSIBILITE DE DIFFERENTS HOTES AUX SOUCHES DE SCMV, MDMV ET SORGHUM RED STRIPE VIRUS
SCMV SCMV SCMV MDMV-A MDMV-B SorghumA, B, D, E H,I FS Red Stripe
Saccharum otlicinarum • Otahiti • + (1) + (1) + (5) - (7) - (7)
Saccharum barber; ............... + (1) - (5)
Saccharum robustum ............. + (1) + (1) + (5)
Saccharum sinense .............. - (1) + (1) + (5) + (4)
-------
Saccharum spontaneum
. Coïm batore • .................. - (1) + (1) - (5)
Sorgho d'Alep .................... - (8) - (8) + (8) - (8)
Arundo donax .................... + (6)
---
Sorgho • Tx 412· ................ + (8) + (8) + (8) + (8)
D'après 1: ABBOTT, 1961 ;
2 : ABBOn, 1964;
3 : GILLASPIE, 1967 ;
4 : GILLASPIE, 1974;
+ : plante sensible montrant une mosaïque.
- : pas de symptômes, plante immune ou très résistante.
5 LIU et LI, 1953 ;
6 LOVISOLO, 1957;
7 SHEPHERD, 1965;
8 SNAZELLE, 1971.
Elles sont toutes virulentes sur ces
hôtes, mais montrent des variations
dans l'agressivité, ce qui n'exclut pas
des variations de' virulence qui n'au-
raient pas été mises en évidence. Par
contre, la sélection de variétés résis-
tantes éliminant systématiquement
toute canne manifestant un symptôme
de mosaïque, amène à la résistance
de type vertical. En 1961, une nouvelle
souche virale a été observée, car elle
était virulente sur CP 44-101, canne
jusque-là résistante à la mosaïque
(ABBOTT, 1961). Cette souche se trou-
ve être virulente sur 32 clones de
Saccharum spontaneum résistants aux
souches SCMV-A, B, D et E, ainsi que
sur Kassoer, hybride très utilisé en
sélection (S. officinarum, Black Che-
ribon x S. spontaneum). Cette souche
a été appelée SCMV-H. Une nouvelle
souche, SCMV-I, est plus agressive que
la souche H sur les mêmes variétés
de canne à sucre (TIPPETT et AB-
BOTT, 1968), ce qui n'exclut pas une
variation de virulence; si "on classe
les variétés selon leur degré d'attaque
(méthode de VAN DER PLANCK, 1968),
on ne trouve pas le même ordre de
classement pour les deux souches (ta-
bleau XXVIII). Outre le phénomène de
résistance horizontale, il doit intervenir
un phénomène de résistance verticale.
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Mais aucune des variétés de canne à
sucre utilisées ne peut être différen-
tielle au sens de VAN DER PLANCK
(1968), tant que l'on ne connait pas
la nature de la résistance.
D'après les résultats de LIU et LI
(1953), les souches de Taïwan peuvent
être différenciées selon les deux cri-
tères : FS par la virulence sur l'hôte
Saccharum sinense et les cannes hy-
brides résultant de croisements avec
S. sinense, SS et YS par l'agressivité,
ce qui n'exclut pas non plus la pos-
sibilité de les séparer en fonction de
leur virulence. Les souches SS et YS
sont proches de la souche SCMV-A
(ASSOn et STOKES, 1966).
Des observations décrites dans la
bibliographie sur les géniteurs de can-
ne à sucre et sur les hôtes sauvages
permettent de dresser un tableau gé-
nérai de sensibilité aux différentes sou-
ches de SCMV, de MDMV el du Sor-
ghum Red S/ripe Virus (tableau XXIX).
Le SCMV et le MDMV ont un point
commun : la sensibilité de la variété
de sorgho Tx 412 à toutes les souches
qui lui ont été inoculées. Il n'est pas
possible de savoir si la résistance des
autres hôtes est de type vertical ou
horizontal.
La plupart des souches de SCMV et
de MDMV ont été inoculées à une
collection de variétés de sorgho par
SNAZELLE et al. (1971). Ces variétés
mani/estent ou non des symptômes de
mosaïque lorsqu'elles sont inoculées
par les différentes souches de SCMV
et de MDMV (tableau XXX). La souche
SCMV-H entraine la mort de certaines
variétés.
Tableau XXX
REACTIONS DE DIVERSES VARIETES DE SORGHO A L'INOCULATION
PAR LES SOUCHES AMERICAINES DE SCMV ET DE MDMV
d'après SNAZELLE et al. (1971)
SCMV MDMV
A B D E H A B
Redlan .................................... 0/14 2/12 0/11 0/15 14/14 (L) 12/12 0/14
--_._--
Caprock .................................. 9/14 9/10 8/11 15/16 919 (L) 7/10 0/14
Tx 414 .................................... 0/13 0/14 0/14 7/15 16/16 14/14 0/14
----
Martin .................................... 0/16 0/15 0/15 1/13 17/17 (L) 14/14 0/18
--_.-
New Mexico 31 ........................... 0/15 14/14 3/15 9/15 14/15 (L) 9/12 0/16
Tx 412 ..........................•......... 15/15 14/14 14/14 10/13 16/16 14/14 15/15
----
Combine Katir 60 (BTx 3197) ............. 0/12 5/15 3/15 3/12 13/13 (L) 16/16 0/14
Sumac .................................... 0/14 14/14 16/16 15/15 15.'15 14/14 0/13
-----
Redbine Selection ........................ 0/15 10/14 9/14 4/13 14/14 (L) 0/12 10/13
(L) : les plants meurent au bout d'un certain temps.
III. SYMPTOMATOLOGIE
DE SCMV-AMPEFY
La souche SCMV-Ampefy a été ino-
culée à une gamme d'hôtes choisis,
soit pour leur importance agronomique
à Madagascar, soit parce qu'ils don-
nent des symptômes caractéristiques
avec les diverses souches de SCMV
et de MDMV, comme les variétés de
sorgho utilisées par SNAZELLE et al.
(1971) et dont les semences nous ont
été fournies par le Dr TOLER, Texas
A & M University, USA.
Les inoculations ont été faites avec
un extrait brut de plantes, dilué géné-
ralement au 1/10, dans du tampon
phosphate 0,05 M pH 7,2, sauf indi-
cations contraires. Les observations
ont été réalisées, soit à Tananarive,
en serre à température ambiante va-
riant entre 12° et 35°, soit à la Station
de Physiopathologie Végétale de l'INRA
à Dijon, en serre, dans des conditions
de température analogues à celles de
Tananarive, ou en salles à température
contrôlée.
Canne à sucre, Saccharum officinarum,
variété OtahiU-Lousler.
Les premiers symptômes s'observent
sur la première feuille qui se déroule
après l'inoculation (fig. 35) vers la
base du limbe, zone de croissance des
feuilles de Monocotylédones. Ils ap-
paraissent au bout de un à deux mois,
selon la saison, après l'inoculation et
se caractérisent par une mosaïque de
petites taches allongées, de forme ir-
régulière, vert sombre sur fond clair
(fig. 26). Les limbes des feuilles qui
se déroulent ultérieurement apparais-
sent entièrement mosaïqués.
Sur les /euilles d'une canne à sucre
inoculée depuis plusieurs mois. les
symptômes sont d'autant plus nets que
les feuilles sont plus jeunes, c'est-à-
dire plus proches du fuseau central.
A partir de la dixième feuille, les symp-
tômes ne sont plus caractéristiques,
pouvant être confondus avec des pi-
qûres de Thrips, minuscules insectes,
très abondants en période fraiche et
humide, ou avec des carences en
azote. Puis les feuilles sont envahies
Figure 26.
Symptômes de SCMV-Ampefy sur une
jeune feuille de canne à sucre, variété
Otahili-Louisier.
de parasites cryptogamiques secon-
daires qui en précipitent la sénes-
cence, tels que Leplosphaeria sacchari
et Phyllosticta sacchari, avant qu'elles
se détachent naturellement.
Si l'on coupe longitudinalement les
tiges, on observe des poches de gom-
me irrégulièrement réparties (fig. 27).
Figure 27.
Peches de gomme dans une tige de
ca~ne à sucre, variété Otahiti-Louisier,
infectée par SCMV-Ampefy.
Des extraits ce tige C:e canne à sucre
ne Connent pas de précipité séroloQi-
que, ou des précipités très modérés.
La teneur en virus y E:ct conc très
faible ou nulle. Cela peut expliquer
le fa't que les différents yeux de la
tige de canne à sucra ne transmel\enl
pas tous la maladie lors de la mu!ti-
plication végétative de la plante (SUM-
MERS, BRANDES et RANDS, 1948).
Les poches de gomme observées dans
les tiges ne sont pas caractéristiques
de la maladie. On en observe avec
d'autres affections graves cie la canne
à sucre, d'origine parasitaire ou physio-
logique.
Après la coupe annuelle des tiges,
les feuilles des repousses ~ont inten-
sément chlorosées, avec des macules
vertes sur fond jaunâtre. Toutefois,
certaines repousses présentent des
feuilles vertes et donnent des tiges
d'aspect sain. Après deux ou trois re-
pousses, les symptômes sur les feuil-
les nouvellement formées de certaines
souches tendent à s'estomper. Les
limbes présentent alors des plages al-
longées, étroites, de moins en moins
nombreuses, puis des feuilles d'aspect
sain apparaissent. Au fur et à mesure
du renouvellement des feuilles, les
symptômes disparaissent. Les extraits
de ces feuilles ne donnent plus de
précipité sérologique. Les souches de
canne à sucre sont alors devenues
indemnes de virus, mais elles peuvent
être réinfectées. Ce phénomène est
bien connu en grande culture (ABBOTT,
1961).
Maïs, variétés Dixie 22, INRA 258, ou
population Planta.
Après l'inoculation de jeunes plants
âgés de trois semaines, les symptô-
mes apparaissent à la base de la pre-
,
Figure 28.
Symptômes de SCMV-Ampefy sur jeu-
nes feuilles oe maïs, variété Dixie 22.
Figure 29.
Symptômes de SCMV-Ampely sur feuil-
les âgées de maïs, variété Dixie 22.
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mière nouvelle feuille, au bout de cinq
à quinze jours selon la saison. Les
symptômes foliaires ressemblent beau-
coup à ceux observés sur la canne
à sucre (fig. 28). Des plants plus âgés
peuvent manifester des symptômes tant
qu'ils forment de nouvelles feuilles.
Ces symptômes peuvent encore être
observés sur les feuilles après forma-
tion de la panicule terminale. Mais,
en vieillissant, les feuilles montrent
des taches vert sombre et vert clair
qui ne sont pas caractéristiques de
SCMV-Ampefy, mais peuvent être éga-
Iement dues à une autre virose, le
streak (fig. 29). Les plants vi rosés at-
teignent la même hauteur que les
plants sains. Il n'y a pas de nanisme.
Sorgho.
Trois types de symptômes ont été
observés selon la variété :
- une mosaïque analogue à celle
observée sur le maïs ou la canne à
sucre se développe sur les feuilles des
variétés Tx 412 et TM 11 (fig. 30 et 31).
Figure 30.
Premiers symptômes observés sur la
plus jeune feuille de sorgho, variété
Tx 412, après inoculation par SCMV-
Ampefy.
Cette mosaïque apparaît de cinq à
huit jours après l'inoculation, sur les
feuilles nouvellement déroulées. Les
talles formées après l'apparition des
symptômes manifestent également une
mosaïque très nette. Avec la variété
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de sorgho Tx 414, 3 plants sur 300
ont montré, sur la première feuille en
train de se dérouler après l'inoculation,
une légère mosaïque limitée à la base
des feuilles. Au bout de huit jours,
ces symptômes ont disparu. Toutes les
autres plantes ne montrent aucun
symptôme. De même pour la variété
Sumac, 4 plantes sur 400 ont montré
sur la première feuille déroulée après
l'inoculation quelques stries chloroti-
ques très fines qui ont disparu après
une dizaine de jours. Un extrait des
feuilles présentant les symptômes per-
met de transmettre le virus à du sor-
gho Tx 412, mais non à du sorgho
Sumac. Des extraits de feuilles qui ne
présentent pas de symptômes, ou ayant
perdu toute trace de symptôme, n'ont
pas de pouvoir infectieux sur du sor-
gho Sumac comme sur du sorgho Tx
412. les variétés Sumac et Tx 414 sont
résistantes à l'infection. S'il y a, mais
très rarement, un début de multipli-
cation virale, on observe des symp-
tômes de type "mosaïque.
Figure 31.
Sympômes de SCMV-Ampefy sur feuil-
les de sorgho, variété Tx 412.
- des nécroses systémiques sur les
variétés Caprock et AKS 614. les pre-
miers symptômes se manifestent de
huit à quinze jours après l'inoculation
sur les feuilles inoculées et sur les
jeunes feuilles qui se déroulent après
l'inoculation. A Tananarive. ces symp-
tômes se produisent lorsque la tempé-
rature est comprise entre 15° et 30°.
les feuilles inoculées présentent des
stries brun-rouge, les feuilles nouvel-
les une ou plusieurs bandes étroites,
souvent comprises entre deux nervures,
légèrement chlorosées. Ces bandes de-
viennent rapidement de couleur brun-
rouge, puis se dessèchent en donnant
une succession de taches grises en-
tourées d'une marge brun-rouge, ou de
longues stries brunes à marge rouge
(fig. 32). Au bout de trois semaines
à un mois, le fuseau des jeunes feuilles
se nécrose entièrement. le plant se
dessèche des feuilles les plus jeunes
vers les feuilles les plus âgées, puis
il meurt.
Figure 32.
Sympômes en stries brun-rouge sur
feuilles de sorgho, variété Cap rock,
infectés par SCMV-Ampefy.
- sur la variété Redlan, les feuilles
inoculées avec un extrait vi rosé dilué
au 1/10 dans un tampon phosphate
0,005 M, pH 7, présentent un aspect
brûlé au bout de quelques jours. Avec
des extraits dilués dans le mêlT'e tam-
pon au 1/20 ou 1/40, on peut o'bserver
Figure 33.
Nécroses locales sur les feuilles de
sorgho, variété Redlan, inoculées par
SCMV-Ampefy.
des taches brun-rouge irrégulièrement
réparties (fig. 33). les feuilles apparues
après l'inoculation ne sont pas pro-
tégées contre une nouvelle infection,
mais le nombre de nécrosEs paraît
plus faible. Si l'on inocule des feuilles
avec des dilutions d'une même sus-
pension virale, allant de 1/20 à 1/80,
on observe une diminution du nom·
bre des taches. Mais les chiffres ob-
tenus sont très variables pour un
même traitement; ceci gêne leur inter-
prétation dans une optique de dosage.
Autres graminées.
la souche SCMV-Ampefy a été trans-
mise au blé, variété Florence Aurore,
et à l'herbe du Guatemala, Tripsacum
laxum, un des fourrages les plus ré-
pandus dans toute l'île. Ces plantes
ont manifesté les mêmes symptômes
que la canne à sucre.
Par contre, les espèces suivantes
n'ont pas donné de symptômes après
l'inoculation : Arundo donax, Brachia-
ria mutica, Eleusine indica, Pennisetum
purpureum, riz (variétés BG 79, Blue-
bonnet 50, Makalioka 1322, Rojofotsy
1285) et Sorghum halepense. Par rétro-
inoculation, aucun symptôme n'a été
observe.
Dicotylédones.
Aucune des Dicotylédones suivantes
n'a manifesté de symptômes après
l'inoculation : Chenopodium amaranti-
co/or, C. ambrosioides, C. murale, C.
quinoa, Datura stramonium, Nicotiana
tabacum variété Misionero, N. gluti-
nosa, Petunia hybrida, Vigna sinensis.
IV. INFLUENCE
DE lA TEMPERATURE
SUR lES SYMPTOMES MONTRES
PAR DIFFERENTES VARIETES
DE SORGHO
Dans les conditions naturelles de
température observées à Tananarive
(variations de 15° à 32°), le sorgho
manifeste trois types de symptômes
décrits précédemment
- la variété Tx 412 donne une mo-
saïque :
- les variétés AKS 614 et Caprock
manifestent des nécroses systémiques;
- la variété Redlan montre des ta-
ches rouges sur les feuilles inoculées.
Par ailleurs, certaines variétés de
sorgho, qui montrent une mosaïque
due au MDMV, manifestent des né-
croses généralisées suivies de la mort
des plants à la suite d'un refroidis-
sement nocturne (TOlER, 1968). Il est
donc intéressant d'observer les symp-
tômes dus à SCMV-Ampefy sur les
variétés de sorgho précédemment ci-
tées, à température contrôlée.
CondItions expérimentales.
Les expériences ont été conduites
dans les salles climatisées de la Sta-
tion de Physiopathologie Végétale de
l'INRA-Dijon, aux températures de 15°,
20°, 25° et 30°, avec un éclairage jour-
nalier de douze heures à 75.000 ergs/
cm-'s/-'.
Pour chaque variété étudiée, des
lots de 20 plants de sorgho sont ré-
partis dans chacune des salles à tem-
pérature contrôlée. La moitié d'entre
eux sont inoculés par une suspension
virale à 0,3 mg/ml dans le tampon
phosphate 0,005 M, pH 7,2. Huit et
quinze jours après l'inoculation, deux
lots, l'un de plants sains, l'autre de
plants inoculés, sont transférés dans
chacune des salles à température
autre que la température d'origine.
Les symptômes des sorghos main-
tenus dans la salle d'origine sont
comparés à ceux des sorghos trans-
férés dans les nouvelles salles, à ceux
des plants provenant d'une autre salle,
ainsi qu'aux pots témoins sains, trans-
férés ou non à d'autres températures.
Résultats.
SORGHO Tx 412
Le temps d'apparition des symptô-
mes est fonction de la température.
La totalité des jeunes plants inoculés
présentent une mosaïque au bout de
trois jours à 30°, douze jours à 25°
et vingt-sept jours à 20°. A 15°, il n'y
a pas de symptômes après deux mois,
et les plants ne se développent pas.
A 30°, les symptômes tendent à
disparaître après une quinzaine de
jours. Si l'on transfère les plants quinze
jours après l'inoculation de 30° à 20°,
les symptômes réapparaissent sur les
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jeunes feuilles. A 20°, les symptômes
sont plus nets qu'à 25° et à 30°, et
ils paraissent de plus en plus nets sur
les talles. Les plants transférés de 30°,
25° et 20° à 15° conservent les mêmes
symptômes.
Les symptômes sont donc plus ou
moins nets selon la température, mais
ils sont analogues. La variation d'in-
tensité pourrait être liée à l'influence
de la température sur le cycle viral.
Cette étude sera abordée dans le cha-
pitre suivant.
SORGHOS CAPROCK ET AKS 614
Le temps d'apparition des symptômes
est également fonction de la tempé-
rature : deux jours à 30°, dix jours
à 25°. Aucun symptôme n'apparaît ni
à 20°, ni à 15° pendant toute la durée
de l'expérience.
Tableau XXXI
NECROSES ET MORT DES PLANTS DE SORGHO, VARIETE CAPROCK, INOCULES PAR SCMV-AMPEFY
D'APRES LA DUREE D'EXPOSITION DES PLANTES A DIVERSES TEMPERATURES APRES TRANSFERT A 20°
Durée d'exposition
à la température d'origineTempérature
d'origine
Temps d'apparition
des symptômes
de mosaïque
après inoculation aprés inoculation
Mor: des plants
aprés apparition
des symptômes
~uo .
300 ..
250 .
2 jours
2 jours
10 jours
7 jours
15 jours
15 jours
5 jours
13 jours
5 jours
Moins de 1 jour
3 iours
Moins de 1 jour
A 30°, les deux variétés montrent
une mosaïque semblable à celle ob-
servée sur le sorgho Tx 412, ou sur le
maïs. Après huit jours, les symptômes
ont tendance à disparaître comme sur
Tx 412.
A 25°, la variété Caprock manifeste
également une mosaïque, la variété
AKS 614 donne une mosaïque avec
quelques taches brun-rouge.
Si l'on transfère les plants de ces
deux variétés atteintes de mosaïque
des salles à 25° et à 30° dans les
salles à 20° et à 15°, les tissus mo-
saïqués se couvrent de taches brun-
rouge, puis se nécrosent. Les plants
meurent plus ou moins rapidement se-
lon les conditions de transfert (tableau
XXXI). Si l'on transfère des plants qui
se trouvent dans des salles à 25° et
30°, cinq jours après l'apparition des
symptômes, dans des salles à 20°, ce
qui revient à leur faire subir un brus-
que refroidissement, les plants meurent
en moins de vingt-quatre heures, les
feuilles déroulées et mosaïquées étant
entièrement nécrosées, le fuseau cen-
trai de couleur encore verte, mais des-
séché.
Si l'on prend des plants qui sont
dans une salle à 30°, douze jours après
l'apparition des symptômes, et qu'on
Figure 34.
Symptômes de SCMV-Ampefy sur sor-
gho, variété Caprock, après transfert
thermique. Les plus jeunes feuilles sont
desséchées, la troisième feuille est
encore turgescente.
les met dans une salle à 20°, les plants
meurent en trois jours: le fuseau cen-
trai des feuilles se nécrose en premier,
les feuilles plus âgées étant encore
turgescentes (fig. 34).
Les plants placés dans des salles
à 15° et 20°, qui sont ensuite amenés
dans la salle à 30a , ne manifestent
pas de symptôme jusqu'en fin d'expé-
rience (deux mois), et ne donnent pas
de précipité sérologique. Le virus ne
se multiplie pas dans les plants à
15° et 20°, alors qu'il y a multiplication
virale dans le maïs, variété INRA 258,
à ces températures.
SORGHO REDLAN
A 25° et à 30°, les feuilles inoculées
se nécrosent et se dessèchent en
moins de quarante-huit heures, les au-
tres feuilles ne montrent aucun symp-
tôme pendant toute la durée de l'ex-
périence. Si on inocule, avec une sus-
pension virale à 0,03 mg/ml, soit le
1/10 de la concentration précédente,
les feuilles montrent des taches allon-
gées brun-rouge, irrégulièrement ré-
parties sur le limbe. Les autres feuilles
ne montrent aucun symptôme pendant
toute la durée de l'expérience. Les
feuilles des plants témoins, inoculés
Tableau XXXII
SYMPTOMES MANIFESTES PAR DIVERSES VARIETES DE SORGHO,
APRES INOCULATION PAR SCMV-AMPEFY OU PAR lE MDMV
(selon TalER, 1968)
Symptômes dus à GénomeVariétés Symptômes dus MDMV selon Toler d'aprèsde sorgho à SCMV-Ampefy (1968) Teakle et al(1970)
Redlan .................. Nécroses locales sur Mosaïque ou nécroses
les feuilles inoculées systémiques, selon la
température NN
NM 31 ................... Nécroses locales sur Mosaïque ou nécroses
les feuilles inoculées systémiques, selon la
température
Combine Kafir 60 ....... Nécroses locales sur Mosaïque ou nécroses
les feuilles inoculées systémiques, selon la
température ou
Redbine Selection ....... Nécroses locales sur Mosaïque ou nécroses
les feuilles inoculées systémiques, selon la
température Nn
Mosaïque quelque soit
Tx 412 ................... Mosaïque la température
Tx 414 ................... Traces de Mosaïque Mosaïque quelque soit
qui disparaissent la température nn
Sumac .................... Traces de Mosaïque Mosaïque quelque soit
qui disparaissent la température
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avec le tampon phosphate O,OS M,
pH 7,2, ne présentent pas de symp-
tômes.
A 1So et à 20°, quelques feuilles
inoculées ou non avec la même sus-
pension, montrent de très petites ta-
ches rouges analogues à celles ob-
servées sur des feuilles témoins, ino-
culées ou non avec le tampon phos-
phate O,OS M, pH 7,2.
Quels que soient les transferts de
température effectués, aucun autre
symptôme n'est observé. le sorgho
Redlan se comporte comme un hôte
à nécroses locales à 2S0 et à 30°. les
feuilles peuvent présenter de petites
ponctuations rouges à 1So et à 20°,
sans rapport avec l'infection.
Discussion.
A des températures comprises entre
20° et 30°, on peut distinguer trois
types de réponse à l'inoculation par
SCMV-Ampefy ;
- les sorghos qui montrent une
mosaïque, quelle que soit la tempé-
rature, comme la variété Tx 412 ;
- les sorghos à nécroses locales.
Certaines variétés, comme Redlan, ne
montrent que des nécroses locales,
aux températures de 2S0 et de 30°;
- les sorghos à infection généra-
lisée, dans lesquels la virose ne se
développe qu'à une température supé-
rieure ou égale à 2So, comme Caprock,
AKS 614. Si l'on transfère des sorghos
déjà virosés à une température égale
ou inférieure à 20°, on observe des
nécroses brun-rouge, puis le dessèche-
ment de la plante entière. la mort
du plant est d'autant plus rapide que
le temps de maintien à 2S0 ou à 30°
est plus court. Ces observations sont
analogues à celles du comportement
de tabacs hypersensibles infectés par
le VMT lors de transfert de tempé-
rature. Si l'on inocule du VMT sur
Nieotiana glutinosa à 30°, on observe
une mosaïque, alors qu'à 20°, on ob-
tient des nécroses locales (SAMUEL,
1931). Si l'on transfère ce même tabac
atteint de mosaïque de 30° à 20°, les
cellules dans lesquelles la multipli-
cation virale est en cours se nécro-
sent. l'importance des nécroses est
également fonction du temps d'expo-
sition à 30° (MARTIN et GAllET, 1966).
Il semble donc que l'on puisse inter-
préter les phénomènes observés de la
façon suivante : certaines variétés de
sorgho (Tx 412) qui ne se nécrosent
pas, permettent la multiplication virale
de 20° à 30°. Dans d'autres variétés
de sorgho, dont les feuilles lésées se
nécrosent à des températures relati-
vement basses (20°), le virus ne se
multiplie qu'à des températures éle-
vées (2S0 à 30°). Parmi ces variétés,
on observe des hôtes à infection géné-
ralisée (Caprock, AKS 614) et des hôtes
à nécroses locales (Redlan, NM 31,
Redbine Selection).
le virus se multiplie dans les varié-
tés de sorgho Caprock et AKS 614
dès que la température atteint 2S0.
Par retour à température inférieure, les
tissus se nécrosent. On observe alors
la superposition des symptômes de mo-
saïque et de nécroses brun-rouge. Ce
syndrome est analogue à celui ob-
servé sur la variété Caprock à Tana-
narive, la température y oscillant en-
tre 1So et 32° dans une même journée.
On peut expliquer l'apparition des né-
croses brun-rouge sur les feuilles at-
teintes de mosaïque lors de la baisse
de température nocturne, c!assique-
ment observée au champ (TalER,
1968; SIGNORET, 1970). Cette alter-
nance de température, fréquente dans
le Sud de l'Europe et en Afrique du
Sud, peut expliquer les symptômes dé-
crits sous le nom de Sorghum Red
Stripe Mosaie Virus (DIJKSTRA et
GRANCINI, 1960), qui atteint certai-
nes variétés de sorgho dans ces ré-
gions.
V. COMPARAISON DU POUVOIR
PATHOGENE DE SCMV-AMPEFY
ET DES AUTRES SOUCHES
DE SCMV ET DE MDMV
Inoculation de diverses souches de
SCMV à un sorgho à nécroses locales.
la variété Redlan inoculée par
SCMV-H et MDMV-A manifeste une
mosaïque ou des nécroses systémi-
ques, selon la température (TalER,
1968 ; TEAKlE et al., 1970). Cette
variété donne des nécroses locales
avec SCMV-Ampefy à 2So et à 30°.
Afin d'éliminer l'influence des facteurs
de l'environnement sur la manifesta-
tion des symptômes, la variété Redlan
a été inoculée par SCMV-Ampefy,
SCMV-B et SCMV-H (dons du Dr Gll-
lASPIE) dans les mêmes conditions
expérimentales.
On peut observer les résultats sui-
vants :
- les feuilles inoculées par SCMV-
Ampefy montrent des nécroses locales;
- les feuilles qui se développent
après l'inoculation de SCMV-B et de
SCMV-H montrent une mosaïque avec
quelques taches brun-rouge.
la variété Redlan est un hôte à
nécroses locales de SCMV-Ampefy,
alors que les autres souches. SCMV-B
et SCMV-H, provoquent une infection
généralisée dans les mêmes conditions
d'envi ronnement.
Comparaison des symptOmes des va-
riétés de sorgho Inoculées par SCMV-
Ampely avec les résultats déjà décrits
à partir d'autres souches.
le tableau de détermination des sou-
ches de SCMV et de MDMV établi par
SNAZEllE (1971) (tableau XXX) est
basé sur des variétés qui donnent deux
types de symptômes après inoculation
de MDMV-A d'après TalER (1968)
(tableau XXXII) :
- variétés de sorgho qui montrent
une mosaïque quelle que soit la tem-
pérature ; Tx 412. Tx 414, Sumac.
D'après TEAKlE (1970), le génome de
ces variétés est du type .. nn .. ;
- variétés de sorgho qui manifes-
tent une mosaïque et qui se nécrosent
s'il y a une baisse de température
(TalER, 1968). D'après TEAKlE (1970),
le génome de ces variétés est du
type .. Nn" ou .. NN ".
Tableau XXXIII
DIFFERENCIATION DES SOUCHES DE SCMV ET DE MDMV-A,
HOTES DU SORGHO Tx 412, SUR DES HOTES HYPERSENSIBLES
Les réactions des souches autres que SCMV-Ampefy sont décrites
par SNAZELLE et al. (1971)
SCMV
Sorgho MDMV-A
Ampefy A B D E H 1
--- ---
--
--- -- ---
Tx 412 .... + + + + + + + +
--
---
-- --
--
---
NM 31 .... -(NL) - + + + + + +
--- ---
-- --- -- ---
Redlan .... -(NL) - + - - + + +
Si l'on inocule SCMV-Ampefy à des
variétés de sorgho qui ne manifestent
qu'une mosaïque après l'inoculation de
MDMV-A (tableau XXXII), on observe,
soit une mosaïque sur l'ensemble des
plants inoculés (Tx 412), soit une mo-
saïque sur quelques-uns des plants
inoculés (Tx 414), soit quelques stries
chlorotiques sur les plus jeunes feuil-
les (Sumac), soit aucun symptôme. Si
l'on prépare un extrait de plants à
partir de feuilles de la variété pré-
sentant quelques stries chlorotiques,
on obtient la transmission de la virose
avec un extrait à une concentration
supérieure à 1/20. A partir de feuilles
sans symptômes, on n'obtient pas de
transmission. Après passages succes-
sifs de plants Sumac à des plants
Sumac, on n'obtient plus de symptômes
et aucun pouvoir infectieux n'est mis
en évidence. Le virus ne peut donc
se multiplier de façon continue dans
cette variété. Des variétés de sorgho
de même comportement vis-à-vis de
MDMV (Tx 412, Sumac), n'ont donc
pas les mêmes réactions vis-à-vis de
SCMV-Ampefy, l'une montrant une in-
fection généralisée, l'autre une perte
rapide d'infection. S'il y a des symp-
tômes, on observe une mosaïque, mais
pas de nécroses.
Si l'on inocule SCMV-Ampefy à des
variétés de sorgho qui se nécrosent
quand elles sont atteintes d'une infec-
tion généralisée par le MDMV s'il y
a une baisse de température, on peut
également observer des nécroses se-
lon deux types de réaction :
- certaines variétés ne se nécro-
sent que si le virus a pu se multiplier:
Caprock, AKS 614. Le comportement
parait analogue à celui décrit pour
des infections par le MDMV;
- d'autres variétés (Redlan, NM 31),
présentent des nécroses locales sur
les seules feuilles inoculées par SCMV-
Ampefy, alors que toutes les feuilles
peuvent se nécroser par suite de l'in-
fection généralisée de MDMV.
Discussion.
Quelques variétés de sorgho (Red-
lan, NM 31, Redbine Selection), don-
nent des nécroses locales avec SCMV-
Ampefy, alors qu'elles manifestent une
infection généralisée après inoculation
par de nombreuses souches de SCMV
et le MDMV-A. Ces hôtes à nécroses
locales répondent à l'infection par une
réaction précise et observable, alors
que l'absence de symptômes et de
rétro-infection peut aussi bien être due
à une esquive, à des conditions d'en-
vironnement défavorables à l'infection
qu'à la résistance verticale ou hori-
zontale de la plante. Les hôtes à né-
croses locales peuvent permettre de
caractériser la souche Ampefy par
rapport aux souches qui donnent des
infections généralisées, bien qu'ils ne
puissent encore être considérés com-
me des hôtes différentiels au sens de
VAN DER PLANCK (1968), tant que
le déterminisme génétique de la ré-
ponse de ces sorghos à l'infection
n'est pas connu.
La manifestation des symptômes de
l'hypersensibilité du tabac, Nicotiana
glutinosa, à l'infection par la souche
commune du VMT est le résultat de
deux phénomènes différents : la loca-
lisation virale et la nécrose (LOEWENS-
TEIN, 1972). Ces deux phénomènes
paraissent bien séparés dans les varié-
tés nécrotiques du sorgho infectées
par SCMV-Ampefy : certaines variétés
donnent une infection généralisée, avec
- le sorgho Redlan donne des né-
croses locales avec SCMV-Ampefy,
mais manifeste une infection généra-
lisée avec SCMV-B, SCMV-H et MDMV-
A (tableau XXXIII) ;
- le sorgho NM 31 donne des né-
croses locales avec SCMV-Ampefy,
alors que SNAZELLE et al. (1971) dé-
crivent une infection généralisée à la
suite de l'inoculation des souches
SCMV-D et SCMV-E, comme avec les
souches SCMV-B et MDMV-A.
Les hôtes de SCMV-Ampefy sont
Saccharum officinarum (variété Otahiti-
Lousier), de très nombreuses variétés
de maïs, de blé (variété Florence Au-
rore), l'herbe du Guatemala (Tripsacum
laxum) qui, tous, montrent une infection
généralisée.
Parmi les souches déjà décrites de
SCMV, la souche SCMV-A est la plus
proche de SCMV-Ampefy (tableau
XXXIII). Toutefois, la souche SCMV-A
infecte la variété de riz BG 79 (AN-
ZALONE et LAMEY, 1968), qui ne mon-
tre aucun symptôme lorsqu'elle est ino-
culée par SCMV-Ampefy. La rétro-
inoculation ne permet pas de mettre
en évidence de pouvoir infectieux. Il
n'est pas encore possible de conclure
sur l'absence d'infectivité de SCMV-
Ampefy sur cette variété de riz, car
elle peut être due à de nombreuses
causes.
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apparition de nécroses par transfert
de température, d'autres présentent
des nécroses locales qui peuvent tra-
duire la localisation du virus.
VI. CARACTERISATION
DE LA SOUCHE SCMV-AMPEFY
La souche SCMV-Ampefy peut être
caractérisée par les symptômes mon-
trés après inoculation par les variétés
de sorgho suivantes :
- le sorgho Tx 412 manifeste une
infection généralisée, comme après
l'inoculation de toutes les autres sou-
ches connues de SCMV et de MDMV-A
(tableau XXXIII).
CHAPITRE IV
INFLUENCE DE LA TEMPERATURE
SUR SCMV·AMPEFY
L'importance du rôle de la tempé-
rature sur la multiplication des virus
est bien connue par de nombreux tra-
vaux. En particulier, la multiplication
du VMT a été systématiquement étu-
diée à diverses températures (LEBEU-
RI ER, 1966; HIRTH et LEBEURIER,
1966). A une température déterminée,
la multiplication du VMT est une fonc-
tion exponentielle du temps. Trois zo-
nes de températures peuvent être dis-
tinguées :
- une zone de température opti-
male, entre 20" et 320 ;
- une zone infra-optimale, en des-
sous de 200 ;
- une zone supra-optimale, au-des-
sus de 32°.
Une souche thermophile VMTTC a pu
être isolée. Elle se développe à 36°,
mais non à 28°.
Des résultats analogues ont été ob-
tenus récemment avec le virus de la
mosaïque de la luzerne (FRANCK et
HIRTH, 1972). La souche sauvage se
multiplie à 22°, une souche thermo-
phile à 34°.
42 -
Le temps d'apparition des symptô-
mes de MDMV sur maïs, leur impor-
tance, la teneur en virus déterminée
par la dilution maximum d'extraits de
plantes infectées, sont fonction de la
température. Quand la température
augmente de 15,5° à 26,5°, les
symptômes se manifestent plus rapi-
dement et plus nettement. A une tem-
pérature déterminée, le pouvoir infec-
tieux d'extraits de plantes vi rosées
passe par un maximum, puis diminue.
Ce maximum est d'autant plus rapi-
dement atteint que la température est
plus élevée.
Le virus de la mosaïque de la canne
à sucre est un virus de cultures tro-
picales. Il est intéressant de déter-
miner les températures favorables ou
défavorables à sa multiplication dans
une plante.
1. TEMPERATURE D'INACTIVATION
DE SCMV-AMPEFY IN VITRO
Les potyvirus sont sensibles à des
températures relativement basses, de
50" à 60° (HARRISON et al., 1971). Les
différentes souches de SCMV sont in-
activées en dix minutes à des tempé-
ratures de 50° à 55° (ABBOTT, 1953).
Toutefois, aux Indes, une souche de
SCMV n'est inactivée en dix minutes
qu'à une température de 65° (CHONA,
1944).
Méthodes.
La température d'inactivation du vi-
rus, ou TIP (Thermal Inactivation
Point), est déterminée selon une tech-
nique classique (SOMMEREYNS, 1967)
à partir d'un extrait de feuilles non
purifié. Des tubes contenant l'extrait
sont plongés dans ces bains thermo-
statés à diverses températur€s pendant
dix minutes. Après refroidizsement ra-
pide au réfrigérateur, les extraits sont
inoculés à des plants de maïs.
L'action de la température à 29° a
été étudiée sur du virus purifié. Un
tube contenant du virus purifié dans
du tampon phosphate 0,01 M, pH 7,2,
à 4 mg/ml, est plongé dans un bain
thermostaté à 29°. Une goutte de chlo-
roforme évite "infection par des bac-
téries. Au bout de deux heures, seize
heures et quarante-huit heures, on
prélève une certaine quantité de virus
dont on fait une gamme de dilutions
dans le même tampon phosphate pour
des inoculations. Le pouvoir infectieux
est évalué, selon la méthode de BRAK-
KE (1970).
Résultats.
Les résultats de l'inoculation d'ex-
traits traités à diverses températures
sont donnés au tableau XXXIV. A par-
tir de 56°, les extraits traités ne sont
plus infectieux.
Conclusions.
La température d'inactivation de la
souche SCMV-Ampefy est de 56°, ce
qui concorde avec celles des autres
souches de SCMV déjà décrites
(SMITH, 1957), et celle C:es potyvirus.
Malgré les résultats de ABBOTT (1953),
les températures d'inactivation des sou-
ches de SCMV et de MDMV parais-
sent trop proches en fonction des sou-
ches, et trop variables en fonction des
conditions d'expérimentation, pour per-
mettre la détermination des diverses
souches de SCMV et de MDMV par
leur température d'inactivation (TOSIC
et FORD, 1974). Toutefois, si la souche
SCMV-A est inactivée à 55°-56° comme
la souche SCMV-Ampefy, les autres
souches de SCMV et de MDMV sont
inactivées à des températures légère-
ment supérieures, comprises entre 56°
et 58° (TOSIC et FORD, 1974).
Une préparation virale purifiée se
conserve plus ou moins bien selon la
température. A 29°, SCMV-Ampefy perd
son pouvoir infectieux en quarante-
huit heures comme les autres souches
de SCMV et de MDMV. Par contre, à
4°_5°, le pouvoir infectieux se conserve
pendant plus de deux ans, contraire-
ment à ce qui a été observé pour le
MDMV (SEHGAL, 1968).
Il. ACTION DE LA TEMPERATURE
SUR LE TEMPS D'APPARITION
DES SYMPTOMES DE SCMV-AMPEFY
Tableau XXXIV
INOCULATION D'EXTRAITS VIROSES
dilués au 1/2, et traités pendant 10 mn à diverses températures
Non
450
470
49°
510
530
55°
570
590
Température
10 minutes
chauffé .
Nombre de plants virosés
r~ombro de plants inoculés
27/27
9/12
9/12
9/12
7/12
5/23
1/11
0/12
0/12
Limite de confiance
d'un pourcentage
88-100
52-96
52-96
52-96
32-84
9-49
0-45
0-25
0-25
Les sélectionneurs de variétés résis-
tantes de canne à sucre ont, depuis
longtemps, observé de grandes varia-
tions dans le temps qui s'écoule entre
l'inoculation du virus et l'apparition
des symptômes. Ces derniers peuvent
apparaître de sept à trente jours, par-
fois plus, après l'inoculation (ABBOTT,
1961). Ces variations peuvent dépendre
de facteurs divers: résistance de l'hô-
te, agressivité de la souche virale,
facteurs de l'environnement et, en par-
ticulier, la température.
L'action de la température sous con-
ditions contrôlées a été étudiée sur
maïs, la canne à sucre posant de par
sa taille des problèmes matériels.
il est nul au bout de quarante-huit
heures.
Tableau XXXV
PERTE DE POUVOIR INFECTIEUX
DU SCMV-AMPEFY EN FONCTION
DU TEMPS A 29°
exprimée en point de dilution limite
A 4°, le virus purifié, en suspension
dans du tampon borate 0,05 M, pH 8,6,
ou du tampon phosphate 0,01 M, pH
7,2 est toujours infectieux après deux
ans de conservation. Le virus, conser-
vé en tampon borate, présente un DEP
de 1/20 au lieu de 1/2.500 pour une
suspension virale fraîchement préparée.
Le pouvoir infectieux des extraits
prélevés dans une suspension virale
conservée à 29° est donné au tableau
XXXV. Il diminue rapidement; il est
déjà réduit de moitié au bout de deux
heures, au 1/10 après seize heures, et
Durée
o h
2 h
16 h
148 h
DEP
1/2.560
1/ 640
1/ 20
Pouvoir infectieux nul
Méthodes.
L'influence de la température sur le
temps d'apparition des symptômes a
été étudiée sur des plants de maïs,
variété Dixie 22, inoculés par SCMV-
Ampefy. 300 plants de mais, âgés de
huit jours, provenant tous d'une cham-
bre à 25°, ont été inoculés avec une
suspension virale purifiée dans du
tampon phosphate 0,05 M, pH 7,2, à
raison de 0,3 mg/ml. Immédiatement
après l'inoculation, ils ont été répartis
dans des chambres à température
constante respectivement de 32°,
30°, 25", 20", 16°-17° et 15°,
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avec un éclairement de douze heures
par jour de 18.000 lux. 20 plants
témoins sains ont été conservés par
salle. Les observations sur les symp-
tômes ont été notées de jour en jour,
et ont duré au moins deux mois. Pour
une température donnée, les symptô-
mes apparaissent plus ou moins len-
tement selon les plants. Les résultats
sont exprimés d'après le temps néces-
saire à l'apparition des symptômes sur
la moitié des plants inoculés (indice
de BEST, 1936), sur l'ensemble des
plants inoculés.
Résultats.
Le nombre de plants atteints de
mosaïque après inoculation par SCMV-
Ampefy en fonction du temps et de
la température est donné au tableau
XXXVI.
Tableau XXXVI
TEMPS D'APPARITION DES SYMPTOMES SUR LA FEUILLE NEOFORMEE DE MAIS, VARIETE DIXIE 22,
EN FONCTION DE LA TEMPERATURE
Les plantes sont inoculées après saupoudrage par du carborundum (400 mesh)
Nombre de jours après l'inoculation
Température
2 3 4 5 6 7 8 10 12 14
Indice 50 'l, en jours
320 .
26
52
52
52
2
300 .
250 .
200 .
160-170 ..•.............................
15<> .
o
Cg
31
59
o
70
57 58 59
59 59 59
47 66 70
70 70 70
0 5 33 43 59 69 69
72 72 72 72 72 72 72
0 18 33 39 39 39
44 44 44 44 44 44
0 9 37
42 42 42
3
4
o
8
14
- Le numérateur est le nombre de plants malades.
- Le dénominateur est le nombre de plan:s Inoculés.
- Indice 50 'l, (d'après Best) : temps nécessaire à l'apparition des symptômes sur la moitié des plants inoculés.
Les pourcentages suivis de la même lettre ne sont pas significativement différents
(P = 0,05). Les pourcentages de plants inoculés à 15° et 16-17° sont significati-
vement différents du pourcentage à 25°
Tableau XXXVII
POURCENTAGE DE PLANTS INOCULES PAR LE SCMV-AMPEFY
QUI MANIFESTENT UNE MOSAIQUE
jours. Comme à 20° et à 16°-17°, les
symptômes sont très nets jusqu'en fin
de culture.
Le temps d'apparition des symptô-
mes diminue alors que la température
augmente, de quatorze jours à 15° à
deux jours à 32°. A 30° et 3~, d'un
plant à l'autre, on observe un écart
maximum de vingt-quatre heures dans
l'apparition des symptômes. De 15° à
25°, l'écart est plus long, et peut at-
teindre cinq jours.
88,0
88,6 b
95,8 ab
100 a
Pourcentage
39/44
69/72
70/70
37/42
Nombre de plants malades
Nombre de plants inoculés
25° ..
Température
160-170 ,
200 ..
15° .
douze jours, l'indice de BEST étant de
huit jours. Les symptômes sont très
nets jusqu'en fin de culture sur toutes
les feuilles.
A 16°-17°, 89 % des plantes montrent
des symptômes de mosaïque au bout
de dix jours, l'indice de BEST étant
de huit jours. Les symptômes sont, là
aussi, très nets sur toutes les feuilles
jusqu'en fin de culture.
A 15°, 88 % des plants montrent des
symptômes au bout de quinze jours,
l'indice de BEST étant de quatorze
A 32°, tous les plants manifestent
des symptômes en trois jours. L'indice
de BEST est de deux jours. Les symp-
tômes sont nets durant les premiers
jours qui suivent leur apparition, puis,
rapidement, ils s'estompent. Au bout
de huit jours, il ne reste plus que des
symptômes légers sur les deux plus
jeunes feuilles de quelques plants. Si
l'on transfère les plants de 32° à 20°,
quinze jours après l'apparition des
symptômes, ces derniers réapparais-
sent plus nettement.
A 30°, tous les plants manifestent
une mosaïque le quatrième jour, l'in-
dice de BEST étant de trois jours. La
durée de la période d'apparition des
symptômes est de vingt-quatre heures,
comme à 32°. Les symptômes dispa-
raissent également au bout de huit
jours.
A 25°, tous les plants manifestent
une mosaïque après le septième jour,
l'indice de BEST étant de quatre jours.
Les symptômes sont nets pendant les
vingt premiers jours, mais ensuite ils
deviennent également difficiles à ob-
server, sauf sur les 2 ou 3 plus jeunes
feuilles qui se développent après l'ino-
culation.
A 20°, 96 % des plants inoculés ont
montré des symptômes au bout de
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En dessous de 25°, certains plants
ne montrent pas de symptômes (ta-
bleau XXXVII). Des extraits de ces
plants ne donnent pas de précipité
sérologique avec un immunsérum anti-
SCMV-Ampefy. Par transfert de ces
plants à des températures plus éle-
vées, aucun symptôme ne se déve-
loppe. L'inoculation d'extrait de ces
plants à d'autres plants n'entraîne pas
l'infection. Il n'y a donc pas eu de
multiplication virale.
Les symptômes sont d'autant plus
nets que la température est plus bas-
se. Au-dessus de 25°, ils s'estompent
après une quinzaine de jours. On n'ob-
serve plus de mosaïque que sur les
plus jeunes feuilles,
III. ACTION DE LA TEMPERATURE
SUR LA MULTIPLlCATION VIRALE
DANS UNE PLANTE
Teneur en antigène virai dans les hOtes
de SCMV-Ampefy cultivés en conditions
normales de croissance.
Le SCMV-Ampefy a deux hôtes prin-
cipaux à Madagascar : la canne à
sucre et le maïs, La teneur en antigène
viral a été déterminée dans ces deux
hôtes dans les conditions les plus
favorables à la culture de ces deux
plantes, la température variant entre
20° et 32°.
La canne à sucre est une plante
à souche pérenne et à tiges annuelles,
dont les feuilles peuvent vivre près de
six mois. L'àge de la feuille est fonc-
tion de sa position sur la tige, à la-
quelle est attribué un numéro selon
le schéma de la figure 35. La figure 36
donne la répartition de la teneur en
antigène viral dans chacune des feuil-
les d'une tige appartenant à une sou-
che dans laquelle l'infection est géné-
ralisée. Cette teneur augmente très
rapidement dans le fuseau des feuil-
les. Elle est maximale dans les pre-
mières feuilles entièrement déroulées
où elle dépasse 200 y d'antigène viral
par gramme de feuilles. Puis, fa teneur
en antigène viral diminue rapidement.
Aucun précipité sérologique n'a été
obtenu à partir d'extrait de tiges de
canne à sucre virosée.
Le maïs est une plante herbacée de
cycle relativement court par rapport
à la canne à sucre. Sur les jeunes
plants, on peut récolter l'ensemble des
feuilles qui constituent le bouquet ter-
minai (fig, 37, v. p. 192), On peut ainsi
facilement suivre l'évolution de la te-
neur en antigène viral à partir du
moment de l'inoculation du virus dans
Méthodes.
LEBEURIER (1966), FRANCK et
HIRTH (1972), ont étudié la multipli-
cation du VMT ou du virus de la mo-
saïque de la luzerne en fonction de
la température sur des disques de
feuilles, L'influence de la température
sur la multiplication du VMT dans une
plante entière a été étudiée par BAN-
CROFT et POUND (1956), Cette in-
fluence est complexe, car la tempé-
rature intervient non seulement sur
la multiplication virale, mais aussi sur
la diffusion du pathogène dans l'hôte,
sur le métabolisme de la plante et
sur les interactions entre ces différents
paramètres.
La concentration en virus dans la
plante entière a été estimée par deux
méthodes:
- méthode sérologique. La teneur
en antigène viral est déterminée selon
la technique décrite par LEBEURIER
(1966), qui est basée sur le dosage
des protéines du précipité antigène-
anticorps avec la méthode de LOWRY
et al. (1951). Cette technique est rela-
tivement rapide, mais elle ne perlIlet
pas de distinguer les particules infec-
tieuses de celles qui ne le sont pas.
- estimation du pouvoir Infectieux,
soit par la détermination du point de
dilution limite (DEP), soit par la déter-
mination de la dilution de l'extrait qui
permet d'obtenir 60 % de plants infec-
tés par rapport au nombre de plants
contaminés selon la méthode du maxi-
mum de vraisemblance (dilution p ==
60). Cette méthode est longue et néces-
site de nombreuses répétitions pour
obtenir une estimation correcte, ce qui
pose des problèmes matériels.
4
Figure 35.
Position des feuilles d'une tige de canne à sucre : F" F, feuilles du fuseau central;
1, 2, 3"., n° de la feuille selon sa position.
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Positionde la feuille à partirdu sommet
Figure 36.
Teneur en antigène viral des feuilles de canne à sucre. d'après leur position
F" F, : feuilles du fuseau central; 1, 2, 3...• premières feuilles entièrement
déroulées.
Les courbes de la figure 39 (fig. 39,
v. p. 194) donnent la teneur en anti-
gène viral par ml d'extrait de plante.
A 30°, la teneur en antigène viral
augmente jusqu'au douzième jour. puis
diminue. Elle est très faible le vingt-
troisième jour. Même à son maximum.
la teneur en antigène viral n'est pas
très élevée, car elle n'atteint que 15 y
d'antigène viral par ml.
A 25°, la teneur en antigène viral
croît pendant les quinze premiers
jours. pour atteindre la teneur de 30 y
d'antigène viral par ml. Puis. cette
teneur diminue pour se maintenir à
un certain niveau qui paraît très varia-
ble à partir du vingt-cinquième jour.
A 20°, la teneur en antigène viral
croît jusqu'à un maximum obtenu au
bout d'une vingtaine de jours, et qui
atteint 40 y d'antigène viral par ml.
Quand le maximum est atteint, elle
diminue de façon variable. mais reste
relativement élevée.
A 16°-17°. la teneur en antigène
viral augmente pendant trente jours.
pour atteindre la concentration de 60 y
d'antigène viral par ml. puis elle dimi-
nue de façon variable, tout en restant
à un taux élevé.
TENEUR DES FEUILLES
EN ANTIGENE VIRAL
Si l'on compare les quatre courbes
(fig. 40. v. p. 195), on observe que
pendant les quatre premiers jours, la
teneur en antigène viral va en décrois-
sant avec la température de 30° et 25°
à 200 et 16°-17°. Au huitième jour. cette
teneur est équivalente à toutes les
températures. Dès le dixième jour. les
teneurs en antigène viral tendent à
devenir en rapport inverse de la tem-
pérature. Après le vingtième jour. cette
teneur continue à croître à 16°-17",
pour atteindre le maximum absolu.
Après un certain temps de multipli-
cation (vingt jours à 25°, vingt-cinq
jours à 20°. trente-cinq jours à 16"-17°)
la teneur en antigène viral a tendance
à diminuer.
étant constitué des 2-3 ou 4 feuilles
de la tête (fig. 37). Pour chaque trai-
tement. deux échantillons sont traités
séparément et deux dosages séro-
logiques ont été faits par échantillon.
Les plants destinés au dosage séro-
logique sont conservés vingt-quatre
heures en chambre froide. Les plants
destinés à la détermination du pouvoir
infectieux sont récoltés juste avant le
broyage. Les feuilles sont broyées en
présence de 1 ml de tampon phos-
phate 0,05 M, NaCI 0.9 Cfa, pH 7.2,
par gramme de feuilles. Les extraits
pour le dosage sérologique sont cla-
rifiés par le chloroforme à 20 Cfa, puis
centrifugés 20 mn à 5.000 g. Une frac-
tion aliquote est alors prélevée pour
le dosage sérologique.
température, avec des variations jour-
nalières comprises entre 20° et 32°.
Multiplication de SCMV-Ampefy dans
des plants de maïs en fonction de la
température.
CONDITIONS EXPERIMENTALES
Les maïs, variété Dixie 22, sont se-
més dans une salle à 25°. Au bout de
huit jours, ils sont suffisamment déve-
loppés pour être inoculés. Ils sont
répartis dans des salles à 16°-17°.
20°. 25° et 30°, vingt-quatre heures
avant l'inoculation, afin que la tempé-
rature du plant soit bien équilibrée
avec la température ambiante. Les
plants sont inoculés avec une suspen-
sion virale purifiée à 0.02 mg/ml dans
le tampon phosphate 0.05 M. pH 7,2.
Quatre plants, choisis au hasard, sont
récoltés pour constituer unéchantil-
Ion. Les feuilles inoculées ne sont pas
utilisées pour le dosage, l'échantillon
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la plante. La courbe de la teneur en
antigène viral dans les feuilles d'un
plant de maïs vi rosé. variété Dixie 22.
est donnée figure 38 (fig. 38, v. p. 193).
La teneur en antigène viral augmente
jusqu'au quinzième jour qui suit l'ino-
culation. Elle atteint près de 50 y par
gramme de feuilles. puis elle diminue.
La courbe des teneurs en antigène
viral. selon la position des feuilles de
canne à sucre, ce qui revient à faire
une courbe en fonction de l'âge des
feuilles, donc en fonction du temps,
a un aspect analogue à celle de la
courbe de la teneur en antigène viral
dans la masse foliaire du maïs en
fonction du temps. Ces teneurs pas-
sent par un maximum avant de dimi-
nuer fortement avec l'âge des feuilles.
Mais la teneur en antigène viral dans
les feuilles de canne à sucre est
sensiblement plus élevée. plus de qua-
Ire fois, que celle des feuilles de
maïs dans les mêmes conditions de
46 -
1,2,3,4 - Feui Iles récoltées
Figure 37.
Plant de maïs âgé d'une trentaine de jours.
F, : Feuille Inoculée, 1, 2, 3, 4 : feuilles récoltées.
QUANTITE D'ANTIGENE VIRAL
DANS LA MASSE FOLIAIRE
D'UN PLANT DE MAIS
La quantité totale d'antigène viral
~st fonction de la concentration des
èxtraits et de la quantité d'extrait
obtenue, qui dépend de la croissance
A 30°, la quantité globale d'antigène
viral augmente jusqu'au vingtième jour.
Mais ensuite. la teneur parait dimi-
nuer, malgré la formation d'une nou-
velle feuille.
A 25°, la quantité globale d'antigène
viral augmente de manière proche de
celle observée à 30°. A partir du ving-
tième jour, la quantité globale d'anti-
gène viral paraît diminuer.
A 200, la quantité globale d'antigène
viral est inférieure à celles obtenues
à 25° et à 30° pendant les quinze pre-
miers jours. Mais la multiplication vi-
raie se poursuit, et dépasse la quan-
tité obtenue à 25°.
A 16°-17°, la quantité globale d'anti-
gène rattrape dès le quatorzième jour
celles obtenues à 25° et 300. Cette
quantité augmente jusqu'au vingt-cin-
quième jour, où elle atteint près de
deux fois la teneur obtenue à 20°,
trois fois celles obtenues à 25" et 30°.
Le pouvoir infectieux peut être éva-
lué d'après la dilution (p = 60). L'évo-
lution du pouvoir infectieux de la
masse foliaire de plants de maïs cul-
tivés à 15°, 20°, 25° et 300 est donnée
à la figure 43 (fig. 43, v. p. 195). Les
extraits ont été préparés en éliminant
les feuilles inoculées. A 15° et 200, le
pouvoir infectieux des extraits de feuil-
les est du même ordre de grandeur.
Il atteint le maximum dès le dixième
jour, puis il se maintient jusqu'en fin
d'expérience à 20°. Il est plus faible
à 15° après le vingtième jour.
A 25°, le pouvoir infectieux est élevé
dès le quatrième jour. Il diminue for-
tement le trentième jour. A 30°, le
pouvoir infectieux est moins élevé le
dixième et le vingtième jour que celui
de maïs vi rosés cultivés aux tempé-
ratures inférieures. Au vingtième et au
quarantième jour, il est très faible et
il faut des extraits vingt fois plus con-
centrés que ceux provenant d'une salle
à 20° pour obtenir 60 % de plants
infestés.
Pouvoir Infectieux d'extraits de feuilles
de maïs en fonction de la température.
Les points de dilution limite des ex-
traits infectieux. sont donnés, tableau
XXXVIII. Le point de dilution limite est
du même ordre à 15° et à 20° pendant
toute la durée de l'expérience. La
dilution limite est plus faible à 25°
après le vingtième jour. A 30°, la dilu-
tion limite n'est plus que 1/40 au
trentième jour, et au quarantième jour,
le pouvoir infectieux est très faible,
puisque le point de dilution limite est
de 1/20. A partir du vingtième jour,
le pouvoir infectieux ne se maintient
pas à 30°.
du maïs, donc de la température. Le
poids de la masse foliaire du maïs
est donné figure 41 (fig. 41, v. p. 195).
La quantité d'antigène viral rappor-
tée par plant de maïs en fonction de
la température est donnée figure 42
(fig. 42, v. p. 196).
Feuille inoculéeF.I -
2
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Tableau XXXVIII
POINT DE DILUTION LIMITE D'EXTRAITS INFECTIEUX OBTENUS PAR BROYAGE DE FEUILLES DE MAIS,
VARIETE DIXIE 22, EN FONCTION DE LA TEMPERATURE DE CROISSANCE DES PLANTS
Conditions Nombre de jours après l'inoculation
de température 4 j 10 j 20j 30 j 40 j
300 ...................... 1/1.280 1/ 640 1/ 40 1/ ZO
250 ...................... 1/2.560 1/2.560 1/1.280 1/ 320 1/ 640
200 ...................... 1/ 80 1/2.560 1/1.280 1/1.280 1/ 640
1
150 ...................... 1/2.560 1/1.280 1/2.560 1/ 640
Tableau XXXIX
POINT DE DILUTION LIMITE D'EXTRAITS INFECTIEUX OBTENUS PAR BROYAGE DES DEUX PLUS JEUNES FEUILLES
DE MAIS, VAR. DIXIE 22, VIROSES, CULTIVES A DIFFERENTES TEMPERATURES
Conditions Nombre de jours après l'inoculation
de température 4 j 10 j 20 j 30 j 40 j
300 ...................... 1/1.280 1/1.280 1/ 320 1/ :0
-
25° ...................... 1/2.560 1/2.560 1/2.560 1/2.560 1/2.560
200 ...................... 1/ 80 1/2.560 1/1.280 1/2.560 1/2.560
15° ...................... 1/2.560 1/1.280 1/2.560 1/1.280
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Figure 38.
Teneur en antigène viral d'un plant de maïs, variété Dixie 22, en fonction du
nombre de jours après l'inoculation, à une température comprise entre 20° et 35°.
A 25°, les symptômes réapparaissent
sur les deux plus jeunes feuilles néo-
formées, même s'ils disparaissent des
feuilles plus âgées. Le point de dilu-
tion limite d'extraits v/rosés préparés
à partir des deux plus jeunes feuilles
d'un plant a donc été déterminé pour
être comparé au point de dilution limite
de la masse foliaire (tableau XXXIX) .
La dilution limite est du même ordre
sur les deux plus jeunes feuilles aux
Irois températures de 25°, 20° et 15°
et du même ordre que celle obtenue
à partir de la masse foliaire des maïs
à 15° et 20° (soit 1/2.560). Mais à 30",
à partir du trentième jour, elle n'est
plus que de 1/320. Au quarantième
jour, le pouvoir infectieux est égaIe-
ment très faible puisque la dilution
limite n'est plus que de 1/20 comme
sur toute la masse de feuilles.
Le pouvoir infectieux des deux plus
jeunes feuilles d'un plant, est exprimé,
en dilution (p = 60), figure 44 (fig, 44,
v. p. 195).
A 15°, 20° et 25°, le pouvoir infec-
tieux des deux feuilles supérieures des
plants de maïs vi rosés est du même
ordre. Toutefois, le maximum est at-
teint dès le quatrième jour à 25°,
alors qu'il est atteint le dixième jour
à 20°. A 30°, le pouvoir infectieux des
extraits des deux plus jeunes feuilles
des plants de maïs vi rosés est très
faible comme celui de la masse fo-
liaire de la même plante.
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Figure 39
Variation de la teneur en antigène viral en fonction du temps dans des extraits de feuilles de maïs, variété Dixie 22,
inoculés par SCMV-Ampefy, placés dans des salles à différentes températures.
Premiers symptômes.
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Figure 40.
Comparaison des teneurs en antigène viral d'extraits de
feuilles de maïs, variété Dixie 22, inoculés
par SCMV-Ampefy, selon la température.
Nom bre de jours
Figure 41.
Evolution du poids frais de la masse foliaire d'un plant
de maïs, variété Dixie 22, en fonction du temps
à différentes températures.
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Figure 43.
Pouvoir infectieux en fonction de la température d'extraits
de feuilles de maïs, variété Dixie 22, vi rosés, en solution
dans du tampon phosphate 0,05 M pH 7,2.
Figure 44.
Pouvoir infectieux, en fonction de la température, d'extrait des
deux plus jeunes feuilles de plants vi rosés de maïs, variété
Dixie 22. en sclution dans du tampon phosphate 0,05 M pH 7,2.
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Figure 42.
Quantité globale d'antigène viral dans la masse foliaire de plants de mais,
variété Dixie 22, en fonction du temps à différentes températures.
IV. CONCLUSIONS
La température joue un rôle impor-
tant sur le temps d'apparition des
symptômes sur le maïs inoculé par
SCMV-Ampefy. Plus la température est
élevée, entre 15° et 30°, plus le temps
qui s'écoule avant l'apparition des
symptômes est court. C'est un fait as-
sez général pour les virus des végé-
taux. Dans une gamme de températures
permettant la croissance normale de
l'hôte, les symptômes apparaissent
d'autant plus rapidement que la tempé-
rature est plus élevée (KASSANIS,
1957).
Par contre, le virus ne se multiplie
pas dans certains plants en dessous
de 25°, le pourcentage de plants qui
restent sains est faible, mais il ne
parait pas dû au hasard. Ce phéno-
mène pourrait être rapproché du fait
que l'on observe également une plus
grande hétérogénéité dans le temps
d'apparition des symptômes aux tem-
pératures inférieures à 25°. En étudiant
un système synchrone de multiplication
du VMT, souche Ut, en fonction de
la température, DAWSON, SCHLEGEL
et LUNG (1975) ont montré que les
basses températures (5° et 12°) inhibent
les premières étapes de la multipli-
cation virale. Aux températures étu-
diées les plus basses, 15° et 16°-17°,
la multiplication de SCMV-Ampefy ne
parait pas ralentie, mais peut être in-
hibée dans certains plants, pluisqu'i1
n'y a pas de multiplication lorsqu'on
transfère ces plants à température
plus élevée.
A 25° et 30°, les symptômes sont
peu sévères et disparaissent assez
rapidement sur les feuilles atteintes.
Après une vingtaine de jours, on ne
peut les observer que sur les deux
ou trois plus jeunes feuilles des plants
laissés à 25°. Par contre, à 15°, 16°-
17° et 20°, les symptômes sont très
nets et ne disparaissent pas. La sou-
che SCMV-Ampefy se différencierait
donc du MDMV-A qui induit la forma-
tion de symptômes de plus en plus
nets quand la température s'élève de
15° à 26,5° (TU et FORD, 1969). La
disparition des symptômes aux tem-
pératures élevées n'est pas un fait
isolé puisqu'elle a déjà été signalée
pour d'autres virus, tel le VMT (JONH-
SON, 1921).
L'examen des courbes de la teneur
en antigène viral et de la variation du
pouvoir infectieux permet de distinguer
trois zones de températures :
- une zone optimale entre 16° et
20°. La multiplication virale parait se
dérouler selon une courbe exponen-
tielle (fig. 40 et fig. 42). A partir de
vingt-cinq à trente jours, la teneur en
antigène viral n'augmente plus. Le
virus reste stable in vivo puisque le
pouvoir infectieux des virions reste
sensiblement le même tout au long
de l'expérience. A ces deux tempé-
ratures, les courbes observées ont l'as-
pect général des courbes de multi-
plication virale des virus à température
optimale (LEBEURIER et HIRTH, 1966).
- une zone Intermédiaire autour de
25°. Malgré une augmentation plus ra-
pide du poids frais des échantillons
(fig. 41), la teneur globale d'antigène
reste inférieure à celle obtenue aux
températures de 16° et 20°. A partir
du vingtième jour, le pouvoir infec-
tieux diminue dans la plante (fig. 43),
mais il se maintient dans les deux plus
jeunes feuilles (fig. 44). Les symptômes
de la virose disparaissent également à
cette période.
- une zone supra-optimale à 30°.
A cette température, la courbe de mul-
tiplication du virus est sensiblement
la même qu'à 25° (fig. 42) et ceci jus-
qu'au dix-huitième jour. La chute en
antigène viral est alors très nette : elle
est précédée de la disparition des
symptômes. Le virus n'est pas stable
à cette température dans toutes les
feuilles de la plante.
L'augmentation en poids frais du
maïs est plus importante à 30° qu'aux
autres températures. Toutefois, cette
température continue n'est pas opti-
male pour une croissance harmonieuse
de la plante. Par contre, les autres
températures sont plus favorables à la
croissance et au développement du
maïs, bien qu'elles soient continues.
A ces températures (150 à 26,5°) le
taux de multiplication de MDMV-A
monte avec le taux de croissance de
la plante (TU et FORD, 1968). Une
augmentation du taux de croissance
du maïs est donc compatible avec
celle du taux de multiplication d'un
virus voisin. Les températures supé-
rieures à 20° étant défavorables à la
multiplication de la souche SCMV-
Ampefy dans le maïs, ce virus peut
donc être assimilé à une souche psy-
chrophile.
Les différents hôtes de SCMV ont
besoin d'une alternance de tempéra-
ture comprise entre 15° et 35° pour
se développer normalement. Ceci ex-
plique pourquoi cette souche psychro-
phile peut amorcer son développement
dans ses hôtes. Le comportement de
cette souche correspondrait à celui
d'une souche froide du VMT, isolée
par LEBEURIER (1966).
CHAPITRE V
ETUDE AGRONOMIQUE
DE LA MALADIE A MADAGASCAR
1. EXTENSION DE LA MALADIE
La mosaïque de la canne à sucre
n'a pas été observée à Madagascar
jusqu'en 1952, alors qu'elle était con-
- 51
nue dans les i1es voisines des Como-
res (BOURIQUET, 1946) et de La Réu-
nion (KOPP et d'EMMEREZ DE CHAR-
MOY, 1932), ainsi qu'au Natal (STO-
REY, 1924). En 1952, une épidémie de
mosaïque a été signalée dans la région
de Brickaville. sur la côte Est de Mada-
gascar, où les dégâts dus à deux ma-
ladies, mosaïque et échaudement des
feuilles ont été estimés considérables
(BARAT, 1953). La variété en grande
culture était alors la variété Otahiti-
Lousier, Saccharum officinarum pur.
La maladie n'avait pas encore envahi
la région de Tamatave, au Nord de
Brickaville, mais par contre. elle a été
signalée à la même époque dans les
régions de Namakia et de Marovoay,
sur la canne à sucre M 72-31 qui est
une canne hybride de S. spontaneum
avec trois retours sur S. officinarum.
Cette variété n'a pas été sélectionnée
contre la mosaïque, car la maladie
n'est pas présente dans son pays d'ori-
gine. Les dégâts sur M 72-31 ont été
insignifiants (BARAT, 1953). La lutte
contre la mosaïque et l'échaudement
des feuilles à Brickaville a consisté
en la multiplication d'une variété très
résistante aux deux maladies, M 134-32.
Les rendements ont alors beaucoup
augmenté (BARAT, 1954; LAUFFEN-
BURGER, 1960). Sur la côte Ouest, le
renouvellement normal des variétés a
été accompagné de la disparition de
IU,.,AICIA
Figure 45.
Répartition à Madagascar des lieux
cités et des industries sucrières.
o : lieux cités
• : zone industrielle de culture de
canne à sucre.
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la maladie. Pourtant, une des variétés
les plus appréciées entre 1952 et 1960
était une variété sensible à la mosaï-
que, la B 34-104. Une autre variété,
NCo 310, sensible à SCMV-B et SCMV-
H, occupe toujours une place trés
importante. La virose n'a plus été
observée sur les cultures industrielles
de canne.
Aucune transmission de la maladie
au maïs n'a été obtenue à partir d'ex-
trait de feuilles des variétés NCo 310,
B 37.172 et S 17 cultivées sur grandes
superficies à Ambilobe et Namakia.
Aucun précipité sérologique n'a été
obtenu. Dans les mêmes régions, la
maladie n'a pas été mise en évi-
dence dans les petites cultures de
variété Lousier que l'on trouve abon-
damment dans les villages. En 1971,
une prospection dans l'Ouest et le
Sud de Madagascar, dans les nom-
breuses petites cultures familiales
plantées en S. officinarum n'a pas per-
mis d'observer de symptômes de mo-
saïque, ni d'obtenir d'infection. Par
contre, cette maladie s'est maintenue
dans les cu:tures familiales sur les
hauts plateaux malgaches. Elle a été
ainsi identifiée en 1964 à Ampefy, en
1966 à Ambositra, Ihosy, dans les
cultures familiales plantées en variétés
indéterminées. La région d'Ampefy,
l'une des plus riches des hauts pla-
teaux était contaminée à 100%. En
1968, il n'y avait plus de plante saine
dans toute la sous-préfecture de Mia-
rinarivo dont dépend Ampefy, d'une
superficie pourtant supérieure à celle
de quatre départements français. Les
cultivateurs abandonnaient d'eux-mê-
mes la canne à sucre, malgré son inté-
rêt pour la consommation directe, la
production de sucre artisanal "Sira-
mamy gasy", de vin de canne ou
d'alcool, en raison de ce qu'ils ap-
pelaient la « dégénérescence de la
plante ". En direction de la côte Est,
la maladie a été reconnue prés de
Beforona, à 800 métres d'altitude. Mal-
gré des contrôles très stricts de l'état
sanitaire des champs organisé par le
Service de la Défense des Cultures,
la mosaïque n'a plus été mise en évi-
dence sur la côte Est. Mais, contrai-
rement à la côte Ouest, la variété
Lousier a été éliminée à cause de sa
sensibilité à la maladie de Fidji dans
la région de Brickaville.
Les divers isolements de mosaïque
(Beforona, Ambositra, lhosy), ont mon-
tré les mêmes propriétés biologiques
et sérologiques que SCMV-Ampefy,
ainsi qu'une souche en provenance de
l'île Mayotte.
Une épidêmie de mosaïque sur maïs
a sévi dans la même région d'Ampefy
en 1969 et 1970. La plupart des culti-
vateurs se sont plaints du mauvais
êtat sanitaire de leurs cultures.
Divers symptômes douteux ont étê
observés sur les cultures fourragères.
Aucune transmission mécanique, ni
précipité sérologique n'ont été obte·
nus à partir d'extraits bruts de ces
plantes.
II. TRANSMISSION
La transmission de la maladie ne
se fait pas par inoculation mécanique
dans la nature. L'infection primaire se
fait par l'intermédiaire d'un grand nom·
bre de pucerons dont Rhopalosiphum
maydis, Fitch (BRANDES, 1920), Aphis
gossypii, Glov. (LAWAS et FERNAN-
DEZ, 1949). et Myzus persicae, Sulz.
(ANZALONE et PIRONE, 1964). Ces
insectes sont bien connus sur les cul-
tures à Madagascar (BRENIERE et
DUBOIS, 1965). Deux sont présents sur
canne à sucre, R. maydis en saison
humide, et M. persicae en saison sèche
(APPERT, 1967). R. maydis peut se
multiplier très intensément sur les gra-
minées : canne à sucre, maïs, sorgho
et graminées sauvages. En particulier,
la face inférieure des feuilles de maïs
et de sorgho est très fréquemment re·
couverte d'un tapis de larves de R.
maydis par temps de pluie (fig. 46).
Les cultivateurs, d'ailleurs, assimilent
la maladie sur le maïs à la pullulation
de l'insecte, ce qui, dans le cas de
cette plante, n'est pas inexact.
Figure 46.
Pullulation à la face intérieure d'une
feuille de sorgho de Rhopalosiphum
maydis Fitch, au stade larvaire.
Le SCMV peut être transmis par le
sol (BOND et PIRONE, 1970). La péné-
tration doit se faire par les blessures
des bases des tiges et non par les
racines (MOLINE et FORD. 1974).
La transmission par boutures et tout
matériel de plantation, joue proba-
blement le rôle principal pour l'exten-
sion de la maladie dans le cas de
la canne à sucre. La région d'Ampefy
a été contaminée à 100 % par ce
mode de reproduction, les paysans re-
plantant leur champ avec leur propre
matériel. Si la maladie a été introduite
à Madagascar entre 1945 et 1950, il
a suffi de vingt ans pour que la cul-
ture soit devenue impossible dans
cette vaste région.
La transmission de la mosaïque par
graines de maïs est possible à un taux
très faible. Sur 948 graines prélevées
sur des plants atteints de mosaïque,
3 plants ont montré une forte chlo-
rose due à la mosaïque dès la germi-
nation. Ce taux de 4 %. est du même
ordre que celui donné par le MDMV
(SHEPHERD, 1965). Ce taux est pour-
tant suffisant aux USA pour assurer
le transport sur grandes distances de
la maladie, et provoquer de nouvelles
épidémies. A Madagascar, la présence
générale de canne à sucre, variétés de
Saccharum officinarum, joue un rôle
plus important que la transmission par
graines de maïs dans la conservation
de la maladie d'une saison à l'autre,
en particulier dans la sous-préfecture
de Miarinar;vo.
III. REPARTITION CLIMATIQUE
DE LA MALADIE
Le grand foyer de mosaïque se trou-
ve en altitude, sur les hauts plateaux
centraux, avec un foyer à faible alti-
tude en direction de la côte Ouest.
D'après RAVET (1948). ces régions ont
une température annuelle moyenne in-
férieure à 25° (fig. 47). La moyenne
des maxima ne dépasse pas 30°, par
contre, la moyenne des minima des-
cend en dessous de 16°. Ces condi-
tions climatiques sont en accord avec
les températures optimales de multi-
plication de SCMV-Ampefy.
La région industrielle de Bricka-
ville a une température moyenne infé-
rieure à 25°. La moyenne des minima
est de 20°, et la moyenne des maxima
reste en dessous de 30°. Les conditions
de température sont assez proches de
celles d'Ampefy.
Les régions industrielles de Nama-
kia et d'Ambilobe-Nosy Be sont beau-
coup plus chaudes. La température
moyenne annuelle y est de 27°. La
moyenne des minima est supérieure à
20° et la moyenne des maxima supé-
rieure à 32°. Pendant un mois, la tem-
pérature moyenne est supérieure à 28°.
Ces conditions de température sont
élevées par rapport aux températures
optimales de développement de la
souche virale SCMV-Ampefy.
La variété sensible est uniformément
répandue dans toute l'jle. L'insecte
vecteur se multiplie aussi abondam-
ment dans les régions côtières que sur
les hauts plateaux. Sa pullulation est
favorisée par les températures élevées.
Le foyer de la maladie se maintient
néanmoins sur les hauts plateaux.
La température est un des facteurs
importants pour le développement des
viroses dans une plante (KASSANIS,
1957). Les températures élevées ont,
en général, un effet curatif. Il parait
donc logique de trouver un dévelop-
pement plus intense de la virose dans
les zones les plus fraîches de Mada-
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gascar, ce qui est concordant avec les
résultats obtenus chapitre IV, tout en
n'oubliant pas que d'autres facteurs
climatiques ou physiologiques peuvent
intervenir dans le développement
d'une maladie.
SOTHERMES ANNUELLES
Température moyenne Moyenne des maxima Moyenne des minima
Figure 47
TempératureE annuelles à Madagascar, d'après RAVET (1948).
IV. MOYENS DE LUTTE
La lutte contre la mosaïque de la
canne à sucre à Madagascar se pré-
sente sous divers aspects :
Lutte contre l'épidémie de mosaique
dans la région d'Ampely.
Devant l'extension de l'épidémie de
mosaïque dans la préfecture de l'itasy,
il importait de renouveler très rapi-
dement le matériel végétal. Les Sac-
charum officinarum étant évidemment
déconseillés, il a fallu choisir des
cannes hybrides présentant les mê-
mes qualités, en particulier en ce qui
concerne le goût et une teneur en
fibres assez faible pour permettre l'uti-
lisation artisanale de ces cannes. Deux
variétés répondent à ce critère
M 31-45 et S 17. Après l'échec de
la transmission mécanique du virus à
ces nouvelles variétés, les boutures
ont été distribuées à quelques plan-
teurs de l'itasy par "intermédiaire du
Service de la Défense des Cultures.
Six ans après (1974), ces deux variétés
se sont multipliées très rapidement
dans toute la région, sans opération
de vulgarisation particulière. Aucun
symptôme de mosaïque n'a été ob-
servé sur les nouvelles cultures jus-
qu'à présent.
De nouvelles épidémies de mosaïque
sur le maïs n'ont pas été signalées
depuis 1970.
Protection des cultures de canne à
sucre des réglons côtières vis-à-vis
d'un foyer de mosaique dans Mada-
gascar.
Le foyer épidémique constitué par
les cultures très disséminées de S.
officinarum, variété Otahiti-Lousier,
peut poser un problème aux produc-
teurs de sucre. En culture industrielle,
les variétés hybrides cultivées sont, en
principe, résistantes si le pays pro-
ducteur a pu sélectionner contre les
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souches SCMV-A, B ou D. C'est le
cas général, sauf pour l'île Maurice.
En culture paysannale, on trouve en-
core beaucoup de variété Otahiti-
Lousier. Cependant, l'instabilité du
virus de la mosaïque à des tempé-
ratures supérieures ou égales à 30°
parait rendre peu probable une exten-
sion de la maladie vers l'Ouest de
Madagascar (fig. 47). On a toutefois
intérêt à planter la variété S 17, résis-
tan~e en culture paysannale.
Dans la sous-préfecture de Bricka-
ville, les variétés cultivées actuelle-
ment sont résistantes à la mosaïque,
car elles ont été sélectionnées dans
leur pays d'origine pour leur résis-
tance à SCMV-A, B ou D. Le choix
variétal n'est pas libre dans cette ré-
gion en raison de la maladie de Fidji
et la variété Otahiti-Lousier y est
proscrite.
Il ne faut pas introduire à Mada-
gascar de variétés de canne à sucre
sensibles à SCMV-A qui parait la sou-
che la plus proche de SCMV-Ampefy.
Recherche de variétés résistantes de
maïs et de sorgho.
Le contrôle de la résistance du maïs
et du sorgho peut se faire très simple-
ment par inoculation mécanique, selon
la technique déjà décrite. Quatre pots
par variété peuvent contenir 40 plants,
ce qui parait suffisant.
Les variétés de sorgho vulgarisées
jusqu'en 1972 sont résistantes : Kafir
29-49 G, TM 11, Wad Akr n'ont pas
manifesté de symptômes. Akol 2 et
Bazaï 2 donnent des nécroses locales
et sont résistantes par hypersensi-
bilité.
Le problème est plus ardu pour le
maïs, en raison de son allogamie. Sans
renouvellement annuel des semences,
une variété nouvelle retournera rapi-
dement au stade de population. Les
populations locales de maïs actuelle-
ment cultivées sur les hauts plateaux
sont sensibles à la mosaïque avec une
grande homogénéité (100 % des plants
inoculés montrent de la mosaïque).
La recherche de variétés résistantes ne
peut qu'être intégrée dans un program-
La souche SCMV-Ampefy, qui affecte
les cultures de canne à sucre des
hauts plateaux de Madagascar, a des
propriétés biologiques et sérologiques
proches de celles de la souche SCMV-
A décrite aux USA (SNAZELLE et al.,
1971). Malgré l'extension géographique
de la maladie dans la grande île, au-
cune autre souche, de propriétés séro-
me d'ensemble de sélection variétale
et de production de semences.
Protection de Madagascar contre j'In·
troductlon de souches étrangères de
SCMV.
Toutes les variétés de canne à sucre
présentes à Madagascar ont été intro-
duites. Pour satisfaire les besoins de
la sélection, une vingtaine de nouvel-
les variétés sont introduites annuelle-
ment. Ce chiffre est insuffisant pour
assurer tous les objectifs de la sélec-
tion. Actuellement, une entreprise su-
crière manque de nouvelles variétés
pour ses essais agronomiques, les der-
niéres variétés reconnues résistantes
à la maladie de Fidji ayant dix ans.
En accord avec la réglementation inter-
nationale de la Convention Phyto-
sanitaire Inter Africaine (IAPSC), les
introductions sont soumises à une qua-
rantaine en serre protégée des insec-
tes, dont les modalités ont été préci-
sées par BARAT (1959). Les variétés
nouvellement introduites sont cultivées
deux ans en serre de quarantaine, soit
une culture en «vierge" et une pre-
mière repousse. L'observation de la
première repousse est considérée com-
me nécessaire pour la détection de
la mosaïque et l'échaudement des feuil-
les. Puis, les variétés sont multipliées
en quarantaine externe, les boutures
étant traitées par thermothérapie pour
éliminer l'éventuelle maladie du rabou-
grissement des repousses, et enfin
multipliées pour obtenir le matériel
végétal nécessaire aux essais. L'indus-
trie sucrière prend donc un retard de
quatre ans par rapport au pays four-
nisseur de la variété.
Nombreuses sont les maladies de la
canne à sucre qui passent par bou-
tures. Mises à part la maladie du ra-
bougrissement des repousses et les
stries chlorotiques que l'on peut dé-
truire par thermothérapie, ces mala-
dies donnent des symptômes nets dès
la reprise de la végétation. Par contre,
de nombreux symptômes dus à toutes
sortes de troubles physiologiques peu-
vent être confondus avec la mosaïque.
C'est pourquoi l'observation de la pre-
mière repousse est conseillée. Beau-
coup de variétés sont détruites en
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logiques différentes ou induisant sur
les mêmes hôtes des symptômes dif-
férents, n'a été identifiée. Les hôtes
sensibles aux diverses souches de
SCMV ou de MDMV répondent à l'ino-
culation de SCMV-Ampefy par une
réaction de tout ou rien, comme pour
SCMV-A, SCMV-H et MDMV-A. Les
autres souches, SCMV-B, SCMV-D et
serre par peur de mosaïque, aggravant
encore le retard imposé ainsi à l'in-
dustrie.
Le schéma de quarantaine semble
pouvoir être simplifié de la façon
suivante:
- plantation en serre vitrée, pour
éviter notamment la sortie de spores
de champignons. En cours de qua-
rantaine, on peut contrôler la mosaï-
que selon les possibilités, par inocu-
lation mécanique au sorgho Tx 412
qui, à 25°, montrera des symptômes
en huit jours pour les souches de
SCMV-A, B, D, E, H et l, ainsi que
pour MDMV-A, ou bien par contrôle
sérologique, la méthode la plus pré-
cise et la plus pratique étant celle
au latex de BERCKS.
- après huit mois, on doit pouvoir
disposer de boutures convenables pour
la thermothérapie (trois heures à 50"),
et pour la multiplication. Il n'est pas
utile de prolonger la quarantaine pour
des raisons phytosanitaires car, à par-
tir de six mois de croissance, aucun
symptôme ne peut se manifester sur
une canne dont la phase de croissance
rapide est terminée. La thermothérapie
éliminera les risques de transmission
de la maladie du rabougrissement des
repousses et des stries chlorotiques.
Mais le traitement, déjà dangereux
pour la germination des boutures, n'est
pas suffisant contre le SCMV (ANTOI-
NE, 1960).
Au cours de la multiplication sui-
vante, la mosaïque peut encore être
détectée au stade le plus jeune par
sérologie.
A Madagascar, on peut préparer un
immunsérum qui assure le contrôle des
souches de SCMV-A, B et D. Si l'on
redoute des introductions de MDMV
ou de SCMV-H de l'importante collec-
tion de Canal Point, il parait possible
d'introduire l'immunsérum correspon-
dant avec les boutures suspectes.
Un contrôle sérologique de la mo-
saïque dans les grandes collections de
canne à sucre devrait pouvoir per-
mettre l'établissement d'un certificat
international garantissant un maximum
de précautions concernant au moins
la mosaïque.
SCMV-E provoquent une grande hété-
rogénéité dans les manifestations des
symptômes chez les plantes d'une mê-
me variété (SNAZELLE et al., 1971).
La souche SCMV-Ampefy nous parait
donc relativement homogène, au moins
en ce qui concerne l'expression de
ses propriétés biologiques.
1. PARTICULARITES
PHYSICO-CHIMIQUES
La souche SCMV-Ampefy a été puri-
fiée par une technique mettant en jeu
les procédés qui évitent au maximum
l'agrégation du virus, et lui conservent
ses propriétés biologiques : emploi de
l'EDTA, du mercaptoéthanol, de la
chromatographie sur gel, peu d'ultra-
centrifugations, Sa structure et ses pro-
priétés physico-chimiques sont en ac-
cord total avec ce qui est connu des
virus du groupe des Flexidiviridales de
la classification LHT (LWOFF, HORNE
et TOURNIER, 1962) ou des potyvirus
définis par HARRISON et al. (1971) :
particules filamenteuses à symétrie
hélicoïdale, avec un pas de l'hélice de
3,4 mm, des particules infectieuses de
750 mm de long et de 14 mm de
diamètre, un point d'inactivation ther-
mique (TlP) de 56°. Par contre, quel-
ques particularités ont été observées
par rapport à ce qui est décrit pour
d'autres souches de SCMV ou de
MDMV:
- La concentration en antigène v;ral
atteint, dans les meilleures conditions,
100 IIg/ml d'extrait de maïs, soit
100 mg/1. Cette concentration peut at-
teindre dans Saccharum officinarum
200 IIg/g de feuilles, soit au minimum
200 mg/l, sinon plus. Si l'ensemble de
l'antigène corespond à des virions, ces
concentrations sont largement supé-
rieures aux concentrations classiques
de potyvirus (5 à 25 mg/I d'extrait brut,
d'après HARRISON, 1971).
- La souche SCMV-Ampefy s'agrè-
ge suffisamment en présence d'un tam-
pon à pH 4,5 pour que l'on puisse la
sédimenter par une centrifugation à
8.000 g. Or, TOSIC et al. (1974), pro-
posent de purifier les souches SCMV-A,
B, D et E et MDMV-A par clarification
des extraits de plantes à pH 4,8. Ces
souches restent en suspension dans
le surnageant de centrifugation à
8.000-10.000 g, alors que le SCMV-
Ampefy doit sédimenter. Toutefois, les
souches australiennes de SCMV ne
peuvent être convenablement purifiées
si le pH descend en dessous de G en
cours de purification (TEAKLE et
GRYLLlS, 1973), Une étude systémati-
que du point iso-électrique des nucléo-
protéines des différentes souches de
SCMV et de MDMV permettrait sans
doute de déceler des propriétés parti-
culières à ces virus.
II. STABILITE DU VIRUS
EN FONCTION DE LA TEMPERATURE
Comme pour tous les autres virus
du groupe PVY, le point d'inactivation
thermique d'un extrait brut de plante
virosée est relativement bas in vitro :
56°. De même, le pouvoir infectieux
d'une préparation purifiée n'est con-
servé qu'à 4°. D'autre part, lors d'élec-
trophorèse de zone, réalisée à 29°-30°,
le virion paraît se dissocier en ARN
et protéine. Ces propriétés semble-
raient indiquer que les interactions
ARN-protéine de la souche SCMV-
Ampefy sont faibles, et que la coque
protéique n'assure pas une protection
très efficace, contrairement à d'autres
virus de même symétrie, tels les toba-
movirus, L'instabilité à la température
de la souche SCMV-Ampefy est un
caractère général des potyvirus (HAR-
RISON et al., 1971).
III. INFLUENCE
DE LA TEMPERATURE
SUR LA MULTIPLICATION DU VIRUS
DANS LES PLANTES
ln vivo, la souche SCMV-Ampefy a
le comportement d'une souche psy-
chrophile. La multiplication virale à
16°-17°, bien que retardée lors des
premiers stades de la virose, est en
fait intense. Aux températures supé-
rieures à 25°, la multiplication est plus
rapide, mais le virus néosynthétis::O
n'est pas stable.
La répartition géographique de la
maladie à Madagascar permet de sug-
gérer une hypothèse complémentaire
en ce qui concerne la multiplication
du virus dans les conditions naturelles.
Sur les hauts plateaux du centre de
l'île, la température journalière alterne
de 15° à 32°. Ainsi, au cours de cha-
que journée, il y aurait une tempé-
rature qui conviendrait à l'une des
phases de la multiplication virale. Par
contre, dans les deltas de la côte
Ouest, où la température moyenne est
supérieure à 26° pendant trois mois,
conditions très favorables à la culture
des plantes hôtes, le virus ne serait
pas suffisamment stable pour que la
maladie se maintienne. La souche
SCMV-Ampefy ne provoque ainsi d'épi-
démies que dans les régions les plus
froides de l'ile qui sont encore pro-
pices à la culture de la canne à sucre
et du maïs.
La psychrophilie de la souche SCMV-
Ampefy pourrait expliquer les nom-
breux cas de guérison observés dans
les champs de canne à sucre de cer-
taines régions chaudes de Madagascar.
Ce phénomène de guérison a été ob-
servé dans des contrées du monde où
les conditions climatiques sont voisi-
nes de celles de la grande ile. La can-
ne à sucre peut s'affranchir du virus
de la mosaïque en quarante-cinq jours
ou plus, sans que cela lui confère
l'immunité (FORBES et MILLS, 1943;
SUMMERS, BRANDES et RANDS, 1948;
ABBOTT et TIPPETT, 1966). Les can-
nes à sucre, comme d'autres plantes,
peuvent donc être guéries par thermo-
thérapie appliquée à la plante entière.
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IV. RELATIONS
ENTRE SCMV-AMPEFY
ET LES SOUCHES AMERICAINES
DE SCMV ET DE MDMV
Les relations entre souches virales
sont généralement établies d'après
deux critères principaux : la réponse
d'une gamme d'hôtes à l'infection, et
les parentés sérologiques.
Les souches SCMV-A, B, D, H et 1
et de MDMV (A et B) ont été décrites
d'après les symptômes observés sur
la canne à sucre pour les premières,
sur le maïs et Sorghum halepense
pour les secondes. Elles ont été dé-
crites d'après la manifestation des re-
lations hôtes-virus, qui sont très dépen-
dantes de l'environnement. En fait, ce
ne sont pas des souches de virus qui
ont été décrites, mais des maladies
de plantes induites par ces souches.
Dans le même environnement, les di-
vers symptômes de viroses sur une
même plante ont permis de recon-
naître des souches virales différentes.
Mais les variations de symptômes dé-
crits sur une même plante et provo-
qués par deux souches différentes peu-
vent être plus modérées que celles
induites par une même souche lorsqu'il
y a changement d'environnement. En
particulier, l'absence de symptômes
après l'inoculation peut être aussi bien
interprétée comme une résistance favo-
risée par les conditions de milieu
(résistance horizontale) que comme
une immunité vis-à-vis de la souche
(résistance verticale).
Les sorghos à nécroses locales per-
mettent de distinguer la souche SCMV-
Ampefy des autres souches de SCMV
et de MDMV. En particulier, on peut
différencier SCMV-Ampefy, comme
SCMV-A, des souches SCMV-B, SCMV-
D et SCMV-E qui, d'après SNAZELLE
et al. (1971), constituent un même
sérotype,
Les nécroses se produisent sur des
sorghos qui manifestent un caractère
nécrotique à transmission manofacto-
rielle. Mais, parmi ces sorghos, cer-
tains présentent des infections géné-
ralisées à des températures auxquelles
d'autres ne montrent que des nécroses
locales. Le caractère nécrotique ne
paraît donc pas lié à la localisation
du virus, mais le type de nécrose
dépend de l'étendue du traumatisme
da à l'infection virale. Le phénomène
nécrotique paraît être commandé par
la plante, mais la localisation dépend
d'un autre système que l'on met en
évidence par l'intermédiaire des sou-
ches virales. De semblables systèmes
ont été observés sur le VMT : les ta-
bacs qui comportent dans leur géno-
type le gène N, donnent des nécroses
locales avec toutes les souches du
VMT. Par contre, le génome viral inter-
vient dans la réaction de Nicotiana
56 -
sy/vestris qui est hypersensible à cer-
taines souches de VMT et montre des
infections généralisées avec d'autres
(KADO et KNIGHT, 1968). L'inoculation
de SCMV-Ampefy a des sorghos nécro-
tiques permet donc d'observer l'en-
semble des phénomènes liés à l'hyper-
sensibilité déclenchée par une infec-
tion virale et peut probablement cons-
tituer un système intéressant pour leur
étude.
V. IMPORTANCE AGRONOMIQUE
DE LA SOUCHE SCMV-AMPEFY
L'analogie de SCMV-A et de SCMV-
Ampefy est confirmée aussi bien par
les parentés sérologiques que par le
pouvoir pathogène. Ces souches sont
différentes de SCMV-H et de MDMV-A.
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Cette distinction est très importante :
les maladies dues à SCMV-A, SCMV-H
et MDMV-A sont très différentes sur
les divers points suivants :
- les hôtes; aucune épidémie grave
sur le maïs ou le sorgho n'a encore
été rapportée à SCMV-A, alors que la
souche MDMV-A a entraîné d'impor-
tants dégâts sur ces plantes aux USA;
- les variétés de canne à sucre et
le programme de sélection : parmi les
géniteurs de variétés hybrides de can-
ne à sucre, seules les variétés de Sac-
charum offic/narum sont très sensibles
à SCMV-A. De nombreuses cannes
hybrides sont résistantes à SCMV-A.
Les techniques de sélection de varié-
tés résistantes sont bien au point.
Les problèmes de sélection sont plus
difficiles avec SCMV-H et SCMV-l ;
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Summaries
t3AUDIN (P.). - Sludy of a slraln of the sugar-cane mosalc virus.
ln order to purify a strain of the sugar-cane mosaic virus isolated
in Madagascar and called "Ampefy" (SCMV-Ampefy) a purification
method was further developed. Various physicochemical charac-
teristics were determined, and more particularly the molecular
weight of the proteinic sub-unit of 34,000. The virus particles
aggregated at pH 4.5.
The serologic relationship of the Ampefy strain with the american
strains of SCMV and malze dwarf mosaic virus were studied.
SCMV-Ampefy was closely related to SCMV-A, Band D strains.
Contrarily a very low precipitate was observed with SCMV-H.
SCMV-Ampefy is therefore closely related to the serotype made
up of the A, Band D strains. A method of passive agglutination
of latex made it possible to obtain precipitate from non purified
plant extracts at contents of 0.2, 10-' g/ml, whieh is near the
infeetious eapacity.
The biological properties of the strain were specified according
to the temperature. On susceptible sugar-cane and maize mosaie
was found at ail temperatures. Mosaic was also observed on
sorghum varieties with "nn" alleles susceptible to MDMV. On the
sorghum varieties with a dominant "N" allele of nec rosis to MDMV
infection, either local nec rosis on the inoculated leaves or red
stripes similar to those described as sorghum red stripe virus
were observed.
It is not possible to determine the virus rate in the local necrosis
hosts (Redlan, NM 31). Thus a quantitative test was looked for.
For this purpose the probability for a plant to remain healthy
was studied. The best alignement of the experimental points was
obtained by using Probit's distribution. Using this method the
virus disease development was studied at four temperatures: 150 ,
200 , 250 , 30 oC. The development was optimum between 16 and
20 oC.
At 30 oC, multiplication was rapid but the virus was not stable.
From these studies various conclusions could be drawn on control
in Madagascar, the quarantine problems and the determination of
virus strains on sorghum with neerotic eharacters.
Key words: sugar-cane, virus, mosaic Ampefy strain, purification
methods, physicochemical characters, biology, serology, hosts:
maize, sorghum, quantitative test.
Resumenes
BAUDIN (P.). - Esludlo de una esllrpe deI virus deI mosalco de
la cafta de azucar.
Se ha especificado un método de purificaeion para aplicarlo a
una estirpe dei virus dei mosaico de la cana de azuear, aislada
en Madagascar, lIamada estirpe "Ampefy" (SCMV-Ampefy). Se
detallan diversas earacteristicas fisicoqulmicas, en parlicular el
peso moleeular de la sub-unidad proteinica de 34.000. Las partl-
culas virales se agrupan con pH 4,5.
Se estudian los parentescos serologicos de la estirpe Ampefy con
las estirpes americanas de SCMV y de Maize Dwarf Mosaic Virus).
SCMV-Ampefy es proximo a las estirpes SCMV-A, B y D. En
cambio, se observa un precipitado muy débil con MDMV-Ay y no
se observa ningûn precipitado con SCMV-H. SCMV-Ampefy es
pues proximo al serotipo constituido por el conjunto de las
familias A, B Y D. Un método de aglutinamiento pasivo dei latex
permite observar precipitados a partir de extractos de plantas no
purificadas con contenido de 0,2, 10-' gr/ml, 10 eual es ya cercano
al poder infeccioso.
Se precisan en funcion de la temperatura las propiedades biolo-
gicas de la familia. En cana de azûcar y maiz sensibles se
observan mosaicos a todos las temperaturas. También se observan
mosaicos en las variedades de sorgo que contienen los alelos
"nn" de sensibilidad al MDMV. En las variedades de sorgo que
contienen un alelo dominante "N" de necrosis a la infeeeion dei
MDMV, se observan, 0 bien necrosis locales en las hojas inocu-
ladas, 0 estrias rojas semejantes a las descritas bajo el nombre
de Sorghum Red Stripe Virus.
Los receptores de necrosis locales (Redlan, NM 31) no permiten
dosificar el virus. Se ha intentado hallar también un test cuanti-
tativo. Para ello se estudia la probabilidad de una planta de
permanecer sana. Empleando una distribuci6n de Probit se obtiene
la mejor alimentacion de los puntos experimentales. Partiendo de
este método, se estudia el desarrollo de la virosis en funcion de
cuatro temperaturas : 150 , 200 , 250 , 300 • Dicho desarrollo es
optimo entre 160 y 200 • A 300 , la multiplicaci6n es râpida pero el
virus no es estable.
De eslos estudios se sacan varias conclusiones relativas a la lucha
en Madagascar, los problemas de cuarentena y la determinaci6n de
las familias virales en los sorgos con earacteres necr6ticos.
Palabras-Clave : cana de azucar, virus, mosaico familia Ampefy,
métodos de purificaci6n, caracteristicas fisico-qulmicas, biologia,
serolog la, receptores : maiz, sorgo, test cuantitativo.
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